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Kurzfassung
Ziel der Arbeit war es den Ladungstransfer von redoxaktiven Proteinen mit
Hilfe von mikroskopischen und nanoskopischen Techniken zu untersuchen. Ins-
besondere sollte das sollte das Verhalten von individuellen Proteinen untersucht
werden, um ein umfassendes und tiefes Versta¨ndnis des Ladungstransfers und
der beeinflussenden Parameter zu erlangen.
Da integrierende Methoden die Untersuchung des Ladungsdurchtritts durch ein
einzelnes Protein nicht ermo¨glichen, sollte ein Moleku¨l zwischen zwei nanosko-
pischen Elektroden kontaktiert und der Durchflussstrom gemessen werden. Die
angestrebte Integration von Proteinen mit elektronischen Komponenten kann
nicht nur das grundlegende Versta¨ndnis des Ladungstransfers verbessern, son-
dern auch Impulse fu¨r die Sensorik von Biomoleku¨len liefern. Die Verknu¨pfung
von elektronischen Eigenschaften (Ladung) mit zum Teil sehr selektiven Stoff-
systemen, wie Proteinen und Enzymen, kann eine hochempfindliche Diagnostik
ermo¨glichen.
Als redoxaktives Protein wurde Cytochrom c gewa¨hlt, da dieses ein relativ
gut charakterisiertes System darstellt. Bislang wurde allerdings keine Einzel-
adressierung durchgefu¨hrt. Die Immobilisierung von Cytochrom c erfolgte auf
einer selbstorganisierten Monolage (SAM) eines carboxylterminierten Thiols auf
Gold. Zur Kontaktierung wurden zwei aus der molekularen Elektronik entlehn-
te Ansa¨tze verfolgt. In einer vertikalen Anordnung wurde Cytochrom c mit
der Spitze eines Rastertunnelmikroskops lokal addressiert. In einer horizontalen
Anordnung sollte Cytochrom c mit zwei Nanodra¨hten kontaktiert werden. Die
Nanodra¨hte sollten dabei durch elektrochemisches A¨tzen erzeugt werden und
ihr Abstand u¨ber den Tunnelstrom variiert werden. Um die beiden Systeme
zu charakterisieren, wurde zuna¨chst der strukturelle Aufbau und anschliessend
die makroskopischen Eigenschaften an einem zweidimensionalen Kristall mit der
Zyklovoltammetrie untersucht.
Die Oberfla¨che der bei Raumtemperatur assemblierten Mercaptopropionsa¨ure
(MPA) Monoschicht bestand aus geordneten Doma¨nen, die von Lo¨chern (Leer-
stelleninseln) durchzogen waren. Die Lo¨cher entsprachen der monoatomaren
Stufenho¨he der Au(111) Terrassen. Eine Analyse der Doma¨nen zeigte das Auftre-
ten einer rhombischen (3 x 3) Struktur und einer (p x
√
3) Struktur gleichberech-
tigt nebeneinander. Eine Temperaturerho¨hung wa¨hrend der Selbstorganisation
der MPA-Moleku¨le fu¨hrte zur Reifung der Leerstelleninseln. Durch Temperatur-
erho¨hung konnte die kinetische Hemmung zur Erreichung der thermodynamisch
stabileren SAM ohne Leerstelleninseln u¨berwunden werden. Weiterhin zeigte sich
eine deutliche Zeitabha¨ngigkeit fu¨r die Selbstorganisation. Fu¨r eine kurze Assem-
blierungszeit (3 h) waren die Alkylreste einer SAM von Mercaptoundecansa¨ure
(MUA) ungeordnet. Diese bildeten nach 24 h eine geordnete Struktur aus. Fu¨r
eine ungeordnete SAM von MUA war die Ausbildung von Wasserstoffbru¨cken
der Carboxylgruppen untereinander erschwert. Eine Deprotonierung wurde er-
leichtert und somit die elektrostatische Wechselwirkung zu den positiv geladenen
Lysingruppen von Cytochrom c begu¨nstigt. Es war eine erho¨hte Adsorption von
Cytochrom c fu¨r eine ungeordnete SAM zu beobachten.
Zur Charakterisierung des strukturellen Aufbaus des supramolekularen Systems
(Protein-Thiolmonolage-Au-Elektrode) wurden Messungen mit der Quarzmi-
krowaage, der Oberfla¨chenplasmonenresonanz und dem Rasterkraftmikroskop
durchgefu¨hrt. Diese Messungen belegten deutlich die Adsorption des Proteins
auf der SAM. Zudem konnte ein Einfluss der Ionensta¨rke auf das Adsorptions-
verhalten von Cytochrom c festgestellt werden. Bei hohen Ionensta¨rken bildeten
sich Agglomerate, wohingegen sich bei geringer Ionensta¨rke eine Monolage aus-
bildete.
Durch die Zyklovoltammetrie erhielt man den Hinweis auf einen Einelektro-
nenu¨bertrag einer immobiliserten Proteinschicht. Cytochrom c lieferte sowohl
auf aliphatischen als auch pi-konjugierten SAMs von carboxylterminierten Thio-
len eine elektrochemische Antwort auf zweidimensionalen Au(111)-Kristallen.
Durch die Zyklovoltammetrie konnte gezeigt werden, dass sich Goldnanopartikel
auf adsorbiertem Rinder Cytochrom c immobilisieren lassen. STM Aufnahmen
von diesem System zeigten Strukturmerkmale mit einer lateralen Ausdehnung
von 3 nm mit einer Potentialabha¨ngigkeit, die den Cytochrom c Moleku¨len
zugesprochen werden ko¨nnen. Eine Erkla¨rung fu¨r die Potentialabha¨ngigkeit und
damit einer wechselnden Leitfa¨higkeit besteht in der Mo¨glichkeit eines resonanten
Tunnelprozesses. Eine erho¨hte Leitfa¨higkeit war demnach zu beobachten, wenn
sich Energieniveaus des Proteins mit der Energie des Goldsubstrates in Resonanz
befanden.
Eine weitere Mo¨glichkeit den Ladungsdurchtritt mit dem STM zu charakterisie-
ren besteht darin, die Tunnelspitze mit dem Moleku¨l zu modifizieren und diese
dann an die Oberfla¨che anzuna¨hern. Zu diesem Zweck wurden Goldspitzen her-
gestellt, auf welche nach Isolation eine SAM von MUA selbstorganisierte. Das
Zyklovoltammogramm einer derartigen Spitze nach zusa¨tzlicher Adsorption von
Cytochrom c zeigte einen sehr kleinen Redoxpeak und somit die Mo¨glichkeit
der Immobilisierung von Cytochrom c auf der Goldspitze. Der kapazitive Strom
u¨berwog allerdings deutlich.
Eine lokale Adressierung mit der Rastertunnelmikroskopie war mo¨glich. Um die
Daten zu reproduzieren und zu verifizieren wurde als innovativer Ansatz eine
Kontaktierung mit einem Paar gegenu¨berliegender Goldnanoelektroden mit mo-
lekularem Abstand in horizontaler Anordnung auf einem Mikrochip verfolgt. Die
Elektrokorrosion von elektronenstrahllithographisch hergestellten Golddra¨hten
ermo¨glichte die Synthese von Nanokontakten und Tunnelgra¨ben. Die dabei ent-
stehenden Strukturen waren allerdings sehr fraktal. Fu¨r eine monomolekulare
Charakterisierung eines Proteins ist jedoch eine definierte Struktur unabding-
bar. Weiterhin zeigte sich ein Einfluss der Potentialvorschubgeschwindigkeit fu¨r
die verschiedenen Oxidations-Reduktionszyklen auf die Struktur der Nanodra¨hte.
Bei langsamerem A¨tzen war eine etwas definiertere Struktur erkennbar. Es bleibt
Gegenstand weiterer Forschung das Protein in einen Tunnelgraben zu immobi-
lisieren. Die Methode scheint jedoch eine innovative Mo¨glichkeit darzustellen,
Proteine auf einem Chip zu kontaktieren.
Abstract
The Aim of this work was to study the charge transfer of redoxactive proteins
with microscopic techniques on the micro and nanometer sscale. Especially the
behavior of individual proteins should be observed to obtain a clear and deep
insight in the charge transfer and its influencing parameters. Since methods that
integrate over a large number of proteins do not allow the measurement of single
charge transfer, strategies should be developed to contact a single molecule with
two conductors to measure the transient current. The integration of proteins
with electronic components could not only lead to a better understanding of
charge transfer but also give new impulses to biomolecule containing sensors.
The connection of electronic attributes (charges) with very selective compounds,
like proteins and enzymes, could lead to a highly sensitive diagnostic.
In this work cytochrome c was chosen as redoxactive protein, because it is
a relatively well characterized system. Up to now no contact to an individual
protein was discribed in the literature. The cytochrome c was immobilized to all
kind of electrodes (macro and micro) via a self assembled monolayer (SAM) of
a carboxylic terminated thiol on gold. In order to contact a single molecule two
approaches from molecular electronics were pursued. In a vertical adjustment
cytochrome c was contacted with the tip of a scanning tunneling microscope.
In a horizontal approach cytochrome c should be contacted between a pair of
nanowires. The nanowires should be obtained by electrochemical etching. The
distance should be controlled by selectively resolve and deposition. The feedback
is realized by measuring the tunneling current.
To characterize both systems first the structural assembly and then the ma-
croscopic attributes on a two dimensional crystal with cyclovoltammetry were
studied. The adlayer surface of mercaptopropionic acid (MPA), which was as-
sembled at room temperature, consists of ordered domains with holes (vacancy
islands). The holes equal monoatomic steps of the Au(111) terraces. Analysis
of the domains show coexisting rhombic (3 x 3) and (p x
√
3) structures. A
temperature increase during self organization of the MPA molecules leads to
a ripening of the vacancy islands. The kinetic inhibition to reach the ther-
modynamic more stable SAM without vacancy islands can be overcome with
increasing temperature. Further a clear time dependence is observed for the self
organization. The alkyl chains of the SAM consisting of mercaptoundecanoic
acid (MUA) are unordered for a short assembly time (3 h). However after 24 h
assembling the molecules form an ordered densely packed adlayer. The formati-
on of hydrogen bonds of the carboxylic groups among each other is aggravated
for a unordered SAM of MUA, a deprotonation is alleviated and thus the elec-
trostatic interaction to the positive lysin groups of the protein advantaged. A
increased protein adsorption is observed on a unordered SAM.
In order to characterize the structure of the supramolecular system (protein-
thiolmonolayer-Au-electrode) QCM, SPR and AFM measurements were carried
out. These measurements clearly proof the adsorption of proteins on the SAM.
Further more an influence of ionic strength on the adsorption behavior of cyto-
chrome c was observed. At higher ionic strengthes agglomerates were formed,
whereas at lower ionic strengthes formation of a monolayer was observed.
A single electron transfer of a immobilized proteinmonolayer is shown with
cyclic voltammetry. Cytochrome c gives a electrochemical response on both
aliphatic and pi-conjugated SAMs of carboxylic terminated thiols bound on two
dimensional Au(111) crystals.
Goldnanoparticles were immobilized to adsorbed yeast cytochrome c, which was
proven with cyclic voltammetry. STM images of this system showed structure
characteristics with a lateral dimension of 3 nm, which can be assigned to cyto-
chrome c molecules. Potential depending height profiles were observed for some
of these objects. This phenomenon cab be described by changing conductance
of the protein due to a resonant tunneling process. An increased conductance is
observed, when energetic levels of the protein are in resonance with the fermi
energy of the gold substrate.
A complementary approach to examine the charge transfer with the STM consists
in modifying the tip with the molecule and approaching the surface. For this
reason goldtips were electrochemically etched, partially isolated and modified
by a SAM of MUA. The cyclic voltammogram of such a tip showed a very
small redox peak after additional adsorption of cytochromec and therefor the
possibility to immobilize that protein on a gold tip. The capacitive current
outweighs admittedly clearly.
A local addressing with STM was possible. In order to reproduce and verify
the data of the STM approach a contact was fabricated with a pair of facing
goldelectrodes in molecular distance on a mikrochip. The nanocontacts were en-
gineered by defining a gold nanowire with e-beam lithography and subsequently
electrochemical etching. During etching quantum conductance tunneling beha-
vior was observed. However the realized junctions showed very fractal structure.
For the characterization of a single protein a well defined structure is indispensa-
ble. An improvement of the nanocontact structure was achieved by reducing
the potential sweeping rates during the electro corrosion process.
Inhaltsverzeichnis
1 Einleitung und Zielsetzung 1
2 Grundlagen 3
2.1 Die Substratoberfla¨che . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
2.2 Selbstorganisierte Monolagen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7
2.3 Peptide und Proteine . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
2.4 Leitfa¨higkeitsquantisierung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
3 Methoden 15
3.1 Quartzmikrowaage (QCM) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
3.2 Oberfla¨chenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR) . . . . . . . 17
3.2.1 Theorie der SPR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
3.2.2 Messprinzip . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
3.3 Zyklovoltammetrie (CV) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
3.3.1 Grundlagen von Elektrodenprozessen . . . . . . . . . . . . 22
3.3.2 Die Zyklovoltammetrie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
3.4 Rastersondenmikroskopie (SPM) . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
3.4.1 Das Rastertunnelmikroskop (STM) . . . . . . . . . . . . . 31
3.4.2 Das Rasterkraftmikroskop (AFM) . . . . . . . . . . . . . . 40
4 Experimenteller Teil 43
4.1 Chemikalien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
4.2 Gera¨te . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
4.3 Prozeduren . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
4.3.1 Reinigung der Glasgera¨te . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
4.3.2 Herstellen der STM Spitzen . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
4.3.3 Pra¨paration der Goldsubstrate . . . . . . . . . . . . . . . 48
4.3.4 Herstellen der Lo¨sungen und Adsorption . . . . . . . . . 49
4.3.5 Mikrokontaktdrucken . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
4.3.6 Prozessschritte fu¨r die Herstellung der Chips mit Nano-
dra¨hten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
4.3.7 Durchfu¨hrung der Messungen . . . . . . . . . . . . . . . . 51
5 Ergebnisse und Diskussion 53
5.1 Morphologie des Schichtsystems . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
5.1.1 Morphologie der SAMs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
5.1.2 Oberfla¨chenbeschaffenheit von adsorbiertem Cytochrom c 63
5.2 Ladungstransfer an zweidimensionalen Elektroden . . . . . . . . . 75
i
ii INHALTSVERZEICHNIS
5.2.1 Elektrochemie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75
5.3 Ladungstransfer an niederdimensionalen Elektroden . . . . . . . 81
5.3.1 Kontaktierung von Cytochrom c unter Umgebungsbedingung 82
5.3.2 Kontaktierung von immobilisiertem Rinder Cytochrom c
in der STM Konfiguration mittels Nanopartikel . . . . . . 83
5.3.3 Mikroelektroden basierend auf modifizierten STM- Gold-
spitzen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 91
5.3.4 Nanodra¨hte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93
6 Zusammenfassung und Ausblick 101
A Danksagung 115
B Lebenslauf und eigene Vero¨ffentlichungen 117
C Abku¨rzungsverzeichnis 119
1. Einleitung und Zielsetzung
Ladungstransferprozesse nehmen in biologischen Systemen eine zentrale Rolle
ein. So wird beispielsweise die Regeneration der DNA von Scha¨den durch Redox-
prozesse gesteuert. Auch fu¨r den Energie- und Stoffmetabolismus in Organismen
sind Redoxprozesse verantwortlich. In der Atmungskette werden eine Reihe von
Redoxvorga¨ngen an der inneren Mitochondrienmembran genutzt, um aus einem
ADP-Moleku¨l1 und einem freien Phosphat die universelle Energiewa¨hrung ATP2
zu erzeugen.
Von besonderem Interesse in dieser Arbeit sind Ladungstransferprozesse in Pro-
teinen.
Seit den ersten Untersuchungen zum Ladungstransfer von Redoxproteinen von
Otto Warburg, wofu¨r er 1931 den Nobelpreis fu¨r Medizin erhielt [1], wurden
viele Informationen zum Ladungstransfer in Proteinen gewonnen. Die bisheri-
gen Methoden mitteln allerdings u¨ber eine Vielzahl an Proteinen. Diese ko¨nnen
jedoch durchaus strukturelle Unterschiede aufweisen, die unberu¨cksichtigt blei-
ben. Um ein umfassendes und tiefes Versta¨ndnis des Ladungstransfers und der
beeinflussenden Parameter zu ermo¨glichen, soll das Verhalten von individuellen
Proteinen untersucht werden. Hierfu¨r mu¨ssen alternative Strategien und Un-
tersuchungsmethoden entwickelt werden. Klassische elektrochemische Methoden
mu¨ssen erweitert werden, weil der Strom in der Gro¨ßenordnung einer Elemen-
tarladung nicht messbar ist.
In den letzten Jahren hat sich ein Zweig der Forschung entwickelt, der sich
auf die molekulare Elektronik und im besonderen auf die Kontaktierung eines
Einzelmoleku¨ls mit metallischen Dra¨hten spezialisiert hat. So wurden seit der
ersten experimentellen Messung eines einzelnen 1,4-Dithiolbenzol Kontaktes an
zwei Golddra¨hten durch Reed et al. [2] einige Techniken etabliert, um eine
Anbindung einzelner Moleku¨le zu ermo¨glichen. Darunter fallen der mechanisch
kontrollierbare Bruchkontakt [2], das Rastertunnelmikroskop [3], das Rasterkraft-
mikroskop [4] und die ”crossed-wire tunneling junction” [5]. Weiterhin wurde
von Li et al. [6] der Ladungsdurchtritt eines einzelnen an zwei Golddra¨hten ko-
valent gebundenen Moleku¨ls gemessen, indem zwischen den Dra¨hten und einer
Referenzelektrode (Gateelektrode) eine Spannung angelegt wurde. Dieses elek-
trochemische Gate kann den Ladungsdurchtritt durch das Moleku¨l abha¨ngig von
dessen elektronischen Eigenschaften beinflussen.
Diese Techniken liefern somit Perspektiven fu¨r die Untersuchung des Ladungs-
transfers an einzelnen Moleku¨len, da mit diesen Methoden ein Durchflußstrom
gemessen wird. Jedoch mu¨ssen auch in der molekularen Elektronik zuna¨chst
1ADP: Adenosindiphosphat
2ATP: Adenosintriphosphat
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fundamentale Fragen gekla¨rt werden. Behandelt die Quantenchemie Moleku¨le
als elektronisch geschlossene Systeme, so muss man in der experimentellen
molekularen Elektronik mit offenen Systemen umgehen. Diese wechselwirken
mit ihrer elektronischen Umgebung und ko¨nnen sich zudem in einem Nicht-
Gleichgewichtszustand befinden. Ein intelligentes Design von molekularen Struk-
turen setzt die Kenntnis des Zusammenspiels zwischen Struktur, Dynamik und
Funktion voraus. Zudem ist ein Aufheizen in einer molekularen Anordnung in
Betracht zu ziehen. Dies setzt die Kenntnis von Relaxationseffekten und den
Temperatureinfluß auf die Leitfa¨higkeit voraus.
Ziel der Arbeit ist es mit Hilfe von neuen Techniken den Ladungstransfer von
redoxaktiven Proteinen zu untersuchen. Dazu sollte ein Moleku¨l zwischen zwei
Leitern kontaktiert werden. Fu¨r die Anbindung der Proteine ko¨nnen Strategien
genutzt werden, die auf der mannigfaltigen Chemie der Aminosa¨uren beruhen.
So ko¨nnen Proteine aufgrund ihrer funktionellen Seitengruppen spezifisch an
Oberfla¨chen anbinden. Als redoxaktives Moleku¨l wurde das Protein Cytochrom
c gewa¨hlt, da dieses ein relativ gut charakterisiertes System darstellt. Bislang
wurde allerdings keine Einzeladressierung durchgefu¨hrt. Die Immobilisierung
von Cytochrom c erfolgte auf einer selbstorganisierten Monolage eines carboxyl-
terminierten Thiols auf Gold. Es fanden aliphatische und aromatische Thiole
Verwendung. Zur Kontaktierung wurden zwei aus der molekularen Elektronik
entlehnte Ansa¨tze verfolgt. In einer vertikalen Anordnung wurde Cytochrom c
mit der Spitze eines Rastertunnelmikroskops lokal addressiert. In einer horizon-
talen Anordnung sollte Cytochrom c mit zwei Nanodra¨hten kontaktiert werden.
Die Nanodra¨hte sollten dabei durch elektrochemisches A¨tzen erzeugt und ihr
Abstand u¨ber den Tunnelstrom variiert werden. Um die beiden Systeme zu
charakterisieren, wurden zuna¨chst die makroskopischen Eigenschaften an einem
zweidimensionalen Kristall mit der Zyklovoltammetrie untersucht. Die Arbeit
ist derart aufgebaut, dass zuna¨chst Grundlagen zu der Goldsubstratoberfla¨che,
selbstorganisierten Monolagen, dem Protein und zur Leitfa¨higkeitsquantisierung
vermittelt werden. Anschliessend werden die in dieser Arbeit verwendeten Metho-
den vorgestellt. Der experimentelle Teil zeigt die verwendeten Chemikalien und
Gera¨te, sowie die Herstellung der Lo¨sungen und Spitzen fu¨r das Rastertunnel-
mikroskop auf. Zur Darstellung und Diskussion der Ergebnisse wurde zuna¨chst
der strukturelle Aufbau des supramolekularen Systems (Protein-Thiolmonolage-
Au-Elektrode) charakterisiert. Dazu wurden SPM, QCM und SPR Messungen
durchgefu¨hrt. Der Ladungstransfer von Cytochrom c wurde an einer zweidimen-
sionalen einkristallinen, chemisch modifizierten Goldoberfla¨che mit Hilfe der Zy-
klovoltammetrie charakterisiert, um anschließend durch eine lokale Adressierung
mit der Rastertunnelmikroskopie und einem innovativen Ansatz u¨ber Goldna-
noelektroden zu niedrigeren Dimensionen u¨berzugehen.
Die angestrebte Integration von Proteinen mit elektronischen Komponenten kann
nicht nur das grundlegende Versta¨ndnis des Ladungstransfers verbessern, son-
dern auch Impulse fu¨r die Analytik auf der Basis von Biomoleku¨len liefern. Die
Verknu¨pfung von elektronischen Eigenschaften (Ladung) mit zum Teil sehr se-
lektiven Stoffsystemen, wie Proteinen und Enzymen, kann eine hochempfindliche
Diagnostik ermo¨glichen.
2. Grundlagen
2.1 Die Substratoberfla¨che
Als Substratmaterial fu¨r die elektrochemische Charakterisierung und die ra-
stertunnelmikroskopischen Untersuchungen wurde eine Au(111) Einkristallober-
fla¨che verwendet. Die Eigenschaften von Oberfla¨chenadsorbaten werden maß-
geblich von energetischen und ra¨umlichen Verha¨ltnissen der Substratoberfla¨che
bestimmt. Daher soll der Wissensstand der verwendeten Oberfla¨che vorgestellt
werden. Eine einkristalline Au(111)-Oberfla¨che entsteht bei einem Schnitt durch
einen Goldkristall entlang seiner [111]-Gitterrichtung. Die Oberfla¨che hat eine
ideal hexagonaler Anordnung mit einem Atomabstand a von 289 pm. Diese
Oberfla¨chenstruktur stellt fu¨r eine adsorbatfreie Au(111)-Oberfla¨che allerdings
nur einen metastabilen Zustand dar. Durch Zufu¨hrung thermischer Energie zur
U¨berwindung der Aktivierungsbarriere kann im Ultrahochvakuum eine laterale
Umordnung in eine dichter gepackte, thermodynamisch stabilere Oberfla¨chen-
struktur induziert werden [7–10]. Derartige Umlagerungsprozesse in der ober-
sten Atomlage, die zur Minimierung der Oberfla¨chenenergie fu¨hren, werden als
Rekonstruktion bezeichnet. Die oberste Atomlage der rekonstruierten Au(111)-
Oberfla¨che ist im Vergleich zur ohnehin schon hexagonal dicht gepackten un-
rekonstruierten Oberfla¨che uniaxial um ca. 4,4% in [11¯0]-Richtung komprimiert
(vgl. Abbildung 2.1) [11].
fcc fcchcp
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Ö3
[110]
[112]
Abbildung 2.1: Modell der rekonstruierten Au(111)-Oberfla¨che mit eingezeichneter
Elementarzelle, welche die inkommensurablen Gittervektoren von 22 a und
√
3 a
besitzt. Die vertikale Modulation der Atome der ersten Lage (kleinere Kugeln) ist
durch verschiedene Graustufen angedeutet [7]. Sie variiert zwischen fcc (face centered
cubic) und hcp (hexagonal closed packing).
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Dies fu¨hrt zu periodisch angeordneten Stapelfehlern zwischen der ersten und der
zweiten Atomlage. Bereiche, in denen die Oberfla¨chenatome eine dem Grund-
gitter entsprechende fcc-Stapelung1 einnehmen, wechseln mit hcp-2 gepackten
Bereichen. Im U¨bergangsbereich mu¨ssen die Goldatome Positionen abweichend
von den geometrisch gu¨nstigen dreifach koordinierten Muldenpla¨tzen der fcc-
oder hcp-Stapelung besetzen. Daraus resultiert ein charakteristisches Doppelrei-
henmuster mit einer vertikalen Modulation von ca. 15 pm und einem periodischen
Abstand der Doppelreihen von 6,3 nm. Als Folge der uniaxialen Kompression
entha¨lt die Einheitszelle der rekonstruierten Phase in der [11¯0]-Richtung 23
Oberfla¨chenatome im Vergleich zu 22 Atomen in der darunterliegenden zweiten
Lage. Insgesamt besitzt die inkommensurable Einheitszelle die Gittervektoren
22 a und
√
3 a, wobei a der Gittervektor der unrekonstruierten hexagonalen
Struktur ist. Demzufolge wird die rekonstruierte Phase als (22 x
√
3)- und die
unrekonstruierte als (1 x 1)-Struktur bezeichnet [11].
Da die Oberfla¨chenrekonstruktion durch Adsorption aufgehoben werden kann,
sollten Wassermoleku¨le und Ionen, die in der elektrischen Doppelschicht an
der Oberfla¨che adsorbiert sind, die Rekonstruktion an der Grenzfla¨che Metall-
Elektrolyt unmo¨glich machen.
Zahlreiche elektrochemische Messungen, sowie in situ STM Untersuchungen und
oberfla¨chenro¨ntgenspektroskopische Untersuchungen bewiesen jedoch die Stabi-
lita¨t der rekonstruierten Phase auch im Kontakt mit wa¨ssrigen Lo¨sungen bei
Elektrodenpotentialen negativ zum Nullladungspotential. Bei diesen Potentia-
len spielt die spezifische Adsorption von Anionen an der Oberfla¨che nur eine
untergeordnete Rolle, so dass die rekonstruierte Oberfla¨che stabil ist.
In Abbildung 2.2 wird das Phasenverhalten der Au(111)-Oberfla¨che in schwe-
felsaurer Elektrolytlo¨sung aufgezeigt. Die zyklische Strom-Spannungskurve ist
mit typischen STM-Aufnahmen der Oberfla¨che illustriert. Der Potentialzyklus
beginnt mit einem flammengetemperten, rekonstruierten Substrat, das poten-
tialkontrolliert bei negativen Elektrodenladungen mit der Lo¨sung in Kontakt
gebracht wurde. Als Folge der dreifachen Symmetrie des fcc-Gitters existieren
fu¨r die rekonstruierte U¨berstruktur drei Rotationsdoma¨nen. Auf den gro¨ßeren
Terassen gut pra¨parierter Einkristalloberfla¨chen ist ha¨ufig eine relativ regelma¨ßi-
ge Folge von kleineren, jeweils um 120o zueinander gedrehten Rotationsdoma¨nen
zu finden. Dadurch wird die Kontraktion der ersten Atomlage gemittelt und die
auftretenden Spannungen werden verringert [7, 12]. Diese als ”Chevron”- oder
auch als ”Fischgra¨ten”-Struktur bezeichnete Oberfla¨chenrekonstruktion zeigt
zickzackfo¨rmig verlaufende Doppellinien.
1fcc fu¨r face centered cubic
2hcp fu¨r hexagonal closed packing
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Abbildung 2.2: Zyklisches Voltammogramm fu¨r Au(111) in 50mM H2SO4 mit Strom-
spitzen bei den Potentialen E1 und E2. Die STM-Bilder zeigen die Substratober-
fla¨che in den unterschiedlichen Potentialbereichen: a) und b) Chevron-Struktur der
rekonstruierten Goldfla¨che bei Potentialen ESCE <E1. c) und d) Aufhebung der
Rekonstruktion bei Potentialen E1<ESCE <E2. e) Sulfatadsorption bei Potentialen
ESCE >E2. Abbildung von Dirk Mayer und Thomas Wandlowski, ISG Forschungs-
zentrum Ju¨lich.
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Liegt das Elektrodenpotential bei Werten positiver als bei dem bei E1 auftreten-
den Strommaximum der Stromspannungskurve, so erfolgt der Phasenu¨bergang
von der (22 x
√
3) zur nun thermodynamisch stabileren, weniger dicht gepack-
ten (1 x 1)-Phase. Das Strommaximum ist auf die aus dem Phasenu¨bergang
resultierende Doppelschichtumladung zuru¨ckzufu¨hren.
Die bei dem Phasenu¨bergang freigesetzten Goldatome bilden Goldinseln, die in
der Folge Reifungsprozessen (Ostwald-Reifung) unterliegen [7]. Dabei wachsen
gro¨ßere auf Kosten kleinerer Inseln, die Anzahl der Goldinseln nimmt ab und
ihre mittlere Gro¨ße nimmt zu.
E2E1
E3
E4
100nm x 100 nm 100 nm x 100 nm
100 nm x 100 nm
a) b)
c)
Abbildung 2.3: Zyklisches Voltammogramm fu¨r Au(111) in 50mM H2SO4 mit Strom-
spitzen bei den Potentialen E1 bis E4. Die STM-Bildern zeigen die Substratoberfla¨che
in den unterschiedlichen Potentialbereichen: a) Goldoberfla¨che vor der Oxidation bei
Potentialen ESCE <E3. b) Oxidierte Goldoberfla¨che bei Potentialen ESCE >E3. c)
Reduzierte Goldoberfla¨che bei Potentialen ESCE <E4. Abbildung von Dirk Mayer
und Thomas Wandlowski, ISG Forschungszentrum Ju¨lich.
Mit positiveren Potentialen nimmt die Oberfla¨chenkonzentration adsorbierter
Sulfat- (oder Hydrogensulfat-) Spezies zu. Das zweite scharfe Strommaximum
bei E2 ist mit einem Unordnungs-Ordnungs-Phasenu¨bergang innerhalb der Sulfat
Adsorbatschicht verbunden [7,13–15]. Die STM Aufnahme e) in Abbildung 2.2
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zeigt die geordnete (
√
3 x
√
7)R30o-U¨berstruktur der adsorbierten Sulfatschicht,
die sich bei Potentialen gro¨ßer als E2 aus der (1 x 1) Struktur bildet.
Bei Potentialen ab E3 tritt Oxidation der Goldoberfla¨che auf (vgl. Abbildung
2.3). Der Kontrast im STM a¨ndert sich drastisch. Wird das Potential wieder
in negativere Richtung gefahren, kommt es bei einem Potential von E4 zu
einer Reduktion. Bei der Reduktion der oxidierten Goldoberfla¨che werden zu
einem kleinen Teil Goldatome in die Lo¨sung abgegeben, was das Auftreten von
monoatomaren Vakanzinseln in der reduzierten Oberfla¨che erkla¨rt.
2.2 Selbstorganisierte Monolagen
Als Selbstorganisierte Monoschichten (SAM3) bezeichnet man geordnete Fil-
me, die bei der spontanen Adsorption geeigneter Verbindungen an der Grenz-
fla¨che Lo¨sung-Substrat gebildet werden. Eine umfassende U¨bersicht u¨ber die Bil-
dung selbstorganisierter Strukturen wird von Ulman beschrieben [16]. Triebkraft
fu¨r einen Selbstorganisationsprozeß sind streng genommen nur intermolekulare
Kra¨fte. Im Zusammenhang mit den in dieser Arbeit vorgestellten zweidimensio-
nalen Adsorbatsystemen spielen jedoch auch Adsorbat-Substrat-Wechselwirkungen
eine Rolle. Es sind verschiedene Stoffklassen bekannt, die auf ganz unterschied-
lichen Substratmaterialeien selbstorganisierte Filme bilden. In diesem Zusam-
menhang ist die Kombination Organoschwefelverbindung-Goldsubstrat von sehr
großem Interesse. Die organischen Moleku¨le werden hierbei aufgrund der hohen
Affinita¨t des Schwefels zum Gold auf dem Substrat immobilisiert. Die Bildung
einer geordneten Alkylthiol-Monolage ist noch nicht vollsta¨ndig verstanden, i.a.
wird jedoch ein zweistufiger Mechanismus vorgeschlagen [17]. Wa¨hrend der erste
Schritt, die Chemisorbtion der Thiole, relativ schnell verla¨uft4, ist der zweite
Schritt, die Ordnung der Alkylreste, deutlich langsamer (mehrere Stunden bis
Tage). Es wird allgemein angenommen, dass die Alkylreste in gut geordneten
Monoschichten gestreckt in einer nahezu all-trans-Konformation vorliegen [18].
Die Kinetik des zweiten Schrittes wird von der Unordnung (gauche Defekte)
und der Beweglichkeit der Ketten, sowie von Wechselwirkungen zwischen den
Ketten bestimmt.
XPS- [19–21], IR- [22] und Raman- [23,24] Untersuchungen haben gezeigt, dass
die Chemisorption der Alkylthiole auf Gold vermutlich zur Bildung von Thiolaten
fu¨hrt.
Ab-initio Rechnungen [25, 26] haben ergeben, dass die Thiolate nach der S-
H-Bindungsspaltung von on-top-Positionen in energetisch gu¨nstigere dreifach
koordinierte Muldenpla¨tze wandern ko¨nnen.
Die Bildung der Gold-Thiolatkomplexe und deren laterale Diffusion sorgt fu¨r
eine hohe Mobilita¨t der Oberfla¨chengoldatome. Strukturuntersuchungen (He-
Beugung, LEED) [27, 28] und molekulardynamische Simulationen [29] zeigen,
dass die Strukturen der Thiolfilme auf Gold das Ergebnis verschiedener mit-
einander konkurrierender Kra¨fte sind. Aus energetischen Gru¨nden streben die
3Self-Assembled Monolayer
4Aus verdu¨nnten Lo¨sungen (≈ 10−3M) liegt die Chemisorption im Rahmen von Minuten.
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Alkylketten eine hexagonal dichte Packung an, wa¨hrend die Schwefelatome eine
Adsorption in Muldenpla¨tzen bevorzugen. Auch bei bifunktionellen Thiolen zeigt
die Thiolgruppe meist die sta¨rkere Affinita¨t zu Gold, so dass auch geordnete
SAM Schichten mit definierter, von Methyl verschiedener Endgruppe hergestellt
werden ko¨nnen. Die Wahl der End-Gruppe in der Thiol-Struktur ermo¨glicht
eine Funktionalisierung der Oberfla¨che. In dieser Arbeit wurden carboxyltermi-
nierte Thiole verwendet. Die Goldoberfla¨che wurde somit mit negativ geladenen
Carboxylatgruppen (pH-Wert von 7) funktionalisiert, was die elektrostatische
Immobilisierung von Cytochrom c ermo¨glichen sollte.
2.3 Peptide und Proteine
Das Wort Protein stammt vom griechischne proteios (”erstrangig”) ab und wur-
de im Jahr 1836 erstmals von Jo¨ns J. Berzelius gepra¨gt, um die Wichtigkeit
dieser Stoffgruppe zu betonen. Proteine spielen in fast allen biologischen Prozes-
sen eine Schlu¨sselrolle. Die Bandbreite ihrer Funktionen ist immens. So ko¨nnen
sie als Enzyme biochemische Reaktionen katalysieren und erho¨hen so die Reak-
tionsgeschwindigkeit gewo¨hnlich mindestens millionenfach. Weiterhin ko¨nnen sie
kleine Moleku¨le, Elektronen und Ionen transportieren und speichern. Deswei-
teren besitzen sie mechanische Stu¨tzfunktion, vermitteln Muskelkontraktionen,
dienen der Immunabwehr und der Nervenerregung. Daru¨ber hinaus kontrollieren
Proteine das Wachstum und die Differenzierung von Zellen [30].
Die biologische Funktion eines Proteins ergibt sich aus seiner jeweiligen Kon-
formation. Die Form eines Proteins ist das Ergebnis der spezifischen Faltung
einer linearen Polypeptidkette. Diese Polypeptidkette setzt sich aus einzelenen
Aminosa¨uren mit einer definierten Sequenz zusammen. Die Aminosa¨uren wieder-
um sind u¨ber Peptidbindungen miteinander verknu¨pft [31]. Urspru¨nglich kannte
man 20 in der Natur vorkommende Aminosa¨uren. Seit einigen Jahren kamen
Selenocystein als 21. und Pyrrolysin als 22. Aminosa¨ure dazu. Alle natu¨rli-
chen Aminosa¨uren zeigen den gleichen Aufbau. Sie besitzen eine Aminogruppe
am α-Kohlenstoff und eine Carboxylgruppe. Bedingt durch das assymetrische
α-Kohlenstoffatom treten Enentiomerenpaare auf. In der Natur liegt ausschlies-
slich die L-Form vor. Die verschiedenen Aminosa¨uren unterscheiden sich nur
durch eine funktionelle Seitenkette R (vgl. Abbildung 2.4).
N
C
a
C
OH
O
R
H
H
H
Carboxylgruppe
Seitenkette
Aminogruppe
Abbildung 2.4: Struktureller Aufbau aller Aminosa¨uren. Sie besitzen eine Amino-
gruppe am α-Kohlenstoff und eine Carboxylgruppe.
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Die funktionelle Seitenkette bestimmt maßgeblich den Charakter der betrach-
teten Aminosa¨ure. Es wird zwischen neutralen, hydrophoben, geladenen und
polaren Aminosa¨uren unterschieden. Tabelle 2.2 listet die 20 ha¨ufigsten natu¨rli-
chen Aminosa¨uren auf.
Name Abku¨rzung Buchstaben- Name Abku¨rzung Buchstaben-
ku¨rzel ku¨rzel
Glycin Gly G Lysin Lys K
Alanin Ala A Arginin Arg R
Leucin Leu L Aspartat Asp D
Isoleucin Ile I Glutamat Glu E
Valin Val V Serin Ser S
Phenylalanin Phe F Threonin Thr T
Prolin Pro P Tyrosin Tyr Y
Methionin Met M Histidin His H
Cystein Cys C Asparagin Asn N
Tryptophan Trp W Glutamin Gln Q
Tabelle 2.2: Die Namen der 20 ha¨ufigsten in der Natur vorkommenden Aminosa¨uren
mit entsprechender Abku¨rzung und Buchstabenku¨rzel. Die relativ seltenen natu¨rlichen
Aminosa¨uren Selenocystein und Pyrrolysin sind nicht angegeben.
In Proteinen ist die α-Carboxylgruppe einer Aminosa¨ure mit der α-Aminogruppe
einer zweiten Aminosa¨ure durch eine Amidbindung, die in diesem Fall Peptid-
bindung genannt wird, verknu¨pft. Die Peptideinheit ist starr und planar, wobei
der Wasserstoff der substituierten Aminogruppe in trans-Position zum Sauerstoff
der Carbonylgruppe liegt. Einige Proteine enthalten Disulfidbindungen. Diese
Querverbindungen zwischen Ketten oder Teilen einer Kette entstehen durch
Oxidation zweier Cysteinreste, die ein Cystin genanntes Disulfid bilden.
Bei der Diskussion der Architektur von Proteinen werden u¨blicherweise vier
Strukturebenen definiert.
Unter der Prima¨rstruktur versteht man die Sequenz der Aminosa¨uren und die
Stellung von Disulfidbru¨cken, falls solche vorhanden sind. Die Prima¨rstruktur ist
folglich eine vollsta¨ndige Beschreibung der kovalenten Bindungen eines Proteins.
Die Betrachtung wasserlo¨slicher Proteine zeigt, dass sich im Proteininneren hy-
drophobe Bereiche befinden, wa¨hrend die Proteinoberfla¨che hydrophilen Charak-
ter aufzeigt. Es kommt zu einer spezifischen Faltung, wobei die polaren Gruppen
der starren und planaren Peptidbindung durch Wasserstoffbru¨cken neutralisiert
werden. Zwei Faltungsmuster sind besonders ha¨ufig, die α-Helix und das β-
Faltblatt. Sie werden auch als Sekunda¨rstruktur bezeichnet.
Eine α-Helix wird erzeugt, wenn eine Polypeptidkette sich schraubenfo¨rmig um
sich selbst windet, so dass ein Zylinder entsteht. Innerhalb dieses Zylinders
ist jede n-te Carbonylgruppe mit der n+4-ten NH-Gruppe u¨ber Wasserstoff-
bru¨ckenbindungen miteinander verbunden. Die α-Helix besitzt 3,6 Aminosa¨uren
pro Umdrehung und nimmt pro Aminosa¨ure um 0,15 nm entlang der Helixachse
zu. Die Durchschnittsla¨nge betra¨gt etwa zehn Aminosa¨uren.
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In der β-Faltblattstruktur sind zwei Polypeptidketten derart angeordnet, dass
jeweils die NH-Gruppe einer Kette der CO-Gruppe der anderen Kette gegenu¨ber-
liegt. Zwischen diesen bilden sich Wasserstoffbru¨ckenbindungen aus. Die axiale
Entfernung betra¨gt 0,35 nm. Struktureinheiten bestehend aus zwei bis fu¨nf par-
allelen oder antiparallelen β-Stra¨ngen treten besonders ha¨ufig auf.
Nicht alle Polypeptide nehmen eine dieser beiden idealen Sekunda¨rstrukturen
an. Viele zeigen auch zufa¨llige ungeordnete Strukturen, die als Kna¨uel (engl.:
random coil) bezeichnet werden [31].
Die dritte Organisationsebene, auch Tertia¨rstruktur genannt, ist die ra¨um-
liche Anordnung der Sekunda¨rstrukturen und aller Aminosa¨urereste. Sie ist
gleichbedeutend mit der vollsta¨ndigen Konformation des Protein-Makromoleku¨ls.
Quarta¨rstrukturen bilden die letzte Ebene und charakterisieren Aggregate von
Proteinmonomeren.
Cytochrom c
Ein Cytochrom5 ist ein farbiges Enzym, welches bei biochemischen Vorga¨ngen als
Redoxkatalysator (Oxidoreduktase) wirkt. Es gibt etwa 50 verschiedene Typen.
Cytochrome kommen in Zellorganellen wie Mitochondrien und Chloroplasten vor.
Die biologische Funktion der Cytochrome besteht in der Elektronenu¨bertragung.
Nach ihren charakteristischen Licht-Absorptionsspektren unterscheidet man die
Cytochrome a, b und c.
Ein wesentlicher Bestandteil aller Cytochrome ist das Ha¨m als prosthetische
Gruppe. Dieses Eisenprotoporphyrin IX ist bei den Cytochromen c kovalent an
das Protein gebunden (vgl. Abbildung 2.5).
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Abbildung 2.5: Schema der Bindung des Eisenprotoporphyrin an das Protein. Die
Ha¨mgruppe ist kovalent an zwei Cysteinketten gebunden [30].
5Cytochrom bedeutet Zellfarbstoff
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Die einzelnen Cytochrome unterscheiden sich durch die Proteine, welche das
Ha¨m umgeben. Eines der am besten untersuchten Cytochrome ist Cytochrom
c, das evolutionsgeschichtlich ein sehr altes Protein6 ist. Es ist das einzige Elek-
tronentransportprotein, das durch milde Bedingungen von der inneren Mitochon-
drienmembran abgelo¨st werden kann. Die Wasserlo¨slichkeit hat seine Reinigung
und Kristallisation erleichtert.
Das periphere Membranprotein Cytochrom c katalysiert die Elektronenu¨bertra-
gung vom Cytochrom c Reduktasekomplex auf die Cytochrom c Oxidase in der
Atmungskette. Das Enzym stellt somit das Bindeglied zwischen den beiden in
der Phospholipidmembran gebundenen Proteinen dar.
Es besteht aus etwa 100 Aminosa¨uren. Die Prima¨rstrukturen der in dieser Arbeit
verwendeten Cytochrome c sind in Tabelle 2.4 angegeben.
-5 -4 -3 -2 -1 1 5 10 15
Pferd G D V E K G K K I F V Q K C A
Rind T E F K A G S A K K G A T L F K T R C L
20 25 30 35
Pferd Q C H T V E K G G K H K T G P N L H G L
Rind Q C H T V E K G G P H K V G P N L H G I
40 45 50 55
Pferd F G R K T G Q A P G F T Y T D A N K N K
Rind F G R H S G Q A E G Y S Y T D A N I K K
60 65 70 75
Pferd G I T W K E E T L M E Y L E N P K K Y I
Rind N V L W D E N N M S E Y L T N P J K Y I
80 85 90 95
Pferd P G T K M I F A G I K K K T E R E D L I
Rind P G T K M A F G G L K K E K D R N D L I
100
Pferd A Y L K K A T N T
Rind T Y L K K A C E
Tabelle 2.4: Vergleich der Prima¨rsequenzen von Pferde Cytochrom c und von Rinder
Cytochrom c. J kennzeichnet eine ²-N-Trimethyllysin Seitenkette [32].
Die Sekunda¨rstruktur von Cytochrom c, das aus dem Herzmuskelgewebe von
Pferden gewonnen wurde, kann mit drei gro¨ßeren und zwei kleineren α-helikalen
Strukturen beschrieben werden. Diese sind durch Polypeptidstra¨nge miteinander
verbunden, die sich zu einer globula¨ren Form mit einer Tasche fu¨r die Ha¨mgrup-
pe falten [32]. Neben den helikalen Segmenten lassen sich wenig andere geordnete
Sekunda¨rstrukturelemente im Pferde Cytochrom c finden. Die Seitenketten 37 bis
40 und 57 bis 59 bilden ein sehr kurzes zweistra¨ngiges anti-paralleles β-Faltblatt
mit lediglich drei Wasserstoffbru¨ckenbindungen. Dieses Strukturmerkmal wird
6Die Einheit der Evolutionsperiode, worunter man die Zeit versteht, in der sich nach der
Divergenz zweier Evolutionslinien die Aminosa¨uresequenz um 1% vera¨ndert hat, betra¨gt fu¨r
Cytochrom c 20 Millionen Jahre [30].
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auch fu¨r Rindercytochrom c beschrieben [32]. Zudem lassen sich 6 β-Schleifen
nachweisen. Die restlichen Polypeptidkettenelemente liegen als Kna¨uel vor. Die
Gesamtstruktur des Moleku¨ls kann mit einer Schale verglichen werden, die un-
gefa¨hr einen Aminosa¨urerest dick ist und die Ha¨mgruppe umgibt. Das Protein
besitzt somit anna¨hernd kugelfo¨rmige Gestalt (vgl. Abbildung 2.6) und hat einen
Durchmesser von 3,4 nm.
Abbildung 2.6: Strukturbild von Cytopchrom c. Die Ha¨mgruppe sowie die an das
zentrale Eisenatom gebundenen Aminosa¨uren und die Cysteinreste, die den Phor-
phyrinring an das Protein binden sind farbig hervorgehoben [33].
Die Ha¨mgruppe ist von zahlreichen dichtgepackten Seitenketten umgeben. Das
Eisenatom ist an das Schwefelatom eines Methioninrestes (Rest 80) und das
Stickstoffatom eines Histidinrestes (Rest 18) gebunden. Die Aminosa¨urereste 1
bis 47 befinden sich auf der Seite des Histidins 18, dagegen stehen die Reste
48 bis 91 auf der Methionin 80 Seite. Die Aminosa¨urereste 92 bis 104 fu¨hren
u¨ber das Ha¨m zuru¨ck zur Histidin 18 Seite.
Der hydrophobe Charakter der Ha¨mumgebung verleiht dem Cytochrom c ein po-
sitiveres Reduktionspotential (was einer ho¨heren Elektronenaffinita¨t entspricht),
als es der gleiche Ha¨mkomplex in wa¨ssrigem Milieu besitzt. Es ist energetisch
aufwendiger, ein Elektron von dem Ha¨m im Cytochrom c zu entfernen als von
einem Ha¨m in Wasser, weil die Dielektrizita¨tskonstante in der Na¨he des Eise-
natoms im Cytochrom c niedriger ist [30].
Die Cytochrom c Moleku¨le aller bisher untersuchten Arten besitzen auf einer
Seite des Proteins um den Spalt herum, in dem sich das Ha¨m befindet, eine
Ha¨ufung von Lysinresten. Diese Anordnung von positiven Ladungen auf der
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Oberfla¨che des Cytochrom c ist sehr wichtig fu¨r die Erkennung und Bindung
an die Reduktase und an die Oxidase, die beide negativ geladen sind. Nahezu
jedes Zusammentreffen zwischen dem Cytochrom c und seinen Reaktionspartnern
fu¨hrt zu einer Bindung, da elektrostatische Kra¨fte komplementa¨re positiv und
negativ geladene Gruppen zusammenfu¨hren.
Fu¨r den Elektronenu¨bertrag zwischen dem Cytochrom c und der Reduktase bzw.
Oxidase ist die uneinheitliche Ladungsverteilung auf der Proteinoberfla¨che, die
zu multiplen Kopplungskonfigurationen fu¨hrt, ausschlaggebend [34]. Der erste
Schritt zur Ausbildung eines Proteinkomplexes ist eine unspezifische Assozia-
tion zwischen beiden Proteinen. Diesem folgt eine Rotationsdiffusion auf der
Moleku¨loberfla¨che, um die richtige Konfiguration fu¨r den Elektronenu¨bertrag
zu finden. Der gerichtete Ladungstransfer wird demnach durch einen Gating-
Prozess reguliert. Durch Anbindung von Cytochrom c an carboxylterminierte
selbstorganisierte Monolagen (SAM) auf Gold entkoppelte Avila et al. [34] den
intermolekularen Elektronentransfer und untersuchte anhand von diesem ver-
einfachten Modellsystem den intramolekularen Prozess. Die Elektronenu¨bertra-
gungsgeschwindigkeiten fu¨r Cytochrom c auf langkettigen Alkanthiolen war dabei
langsam, da der Tunnelprozeß geschwindigkeitslimitierend war. Fu¨r kurzkettige
Alkanthiole war die Geschwindigkeit des Elektronentransfers jedoch unabha¨ngig
von der Kettenla¨nge. Die Autoren schlugen als geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt eine strukturelle Neuanordnung des Proteins vor. Der Gating-Prozess,
der dem Elektronentransfer voraus geht, beruht auf einer Neuanordnung des
Cytochrom c von einer stabilen Form auf der SAM in eine Konfiguration, die
den Elektronentransfer begu¨nstigt.
2.4 Leitfa¨higkeitsquantisierung
Mit der Miniaturisierung von Materie in den Nanometerbereich treten verschie-
dene Quantenpha¨nomene auf, die fu¨r neue Untersuchungsmethoden genutzt wer-
den ko¨nnen [35–38]. Ein Beispiel ist die Leitfa¨higkeitsquantisierung in metalli-
schen Nanodra¨hten. In einem makroskopischen metallischen Draht unterliegen
die Leitungselektronen einer vielfachen diffusen Streuung auf ihrem Weg durch
den Draht. Die Leitfa¨higkeit ist dabei direkt proportional zur Querschnitts-
fla¨che des Drahtes und indirekt proportional zu dessen La¨nge. Verku¨rzt man
den Draht unter die freie Wegla¨nge7 eines Elektrons und verringert zudem
die Querschnittsfla¨che auf die Gro¨ßenordnung der Fermiwellenla¨nge, so ergeben
sich fu¨r die Leitungselektronen in der Transversalrichtung konkrete Quanten-
zusta¨nde [38]. Die Leitfa¨higkeit G a¨ndert sich nicht mehr kontinuierlich mit
dem Durchmesser, sondern ist quantisiert und wird durch die Landauer-Formel
beschrieben:
G = G0
N∑
i=1
Ti (2.1)
In dieser Gleichung ist G0 = 2e
2/h ≈ 1/13kΩ das Leitfa¨higkeitsquantum und
Ti der Transmissionskoeffizient eines Zustandes. Die Summe la¨uft dabei u¨ber
7Die freie Wegla¨nge ist die mittlere Strecke, die ein Partikel kollisionsfrei zuru¨cklegt.
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alle Quantenzusta¨nde. Der Transmissionskoeffizient ist fu¨r viele Metalle, wie
Au, Cu oder Ag na¨herungsweise 1. Somit ist die Leitfa¨higkeit ein ganzzahliges
Vielfaches von G0 [38] (vgl. Abbildung 2.4).
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Abbildung 2.7: Schema fu¨r die Leitfa¨higkeit in einem klassischen metallischen Draht
mit La¨nge l und Querschnittsfla¨che A (links) und in einem atomar du¨nnen Metalldraht
(rechts). Aufgrund der Welleneigenschaften der Elektronen kommt es beim Transport
entlang des Nanodrahtes zu einer Leitfa¨higkeitsquantisierung [38].
Scheer et al. [39] zeigen jedoch, daß Ti von der chemischen Valenz des Metalls
abha¨ngt und stark von 1 abweichen kann, so daß ein Quantenschritt von G0
abweichen kann.
3. Methoden
3.1 Quartzmikrowaage (QCM)
Schwingquarze werden schon seit langem als stabile Frequenzgeber eingesetzt.
Bekanntestes Beispiel sind Quarzuhren, bei denen ein Schwingquarz als Zeitgeber
fungiert. In der Funktechnik dienen sie als Referenzfrequenzgeber fu¨r Sender und
Empfa¨nger. In der Wissenschaft finden Schwingquarze auch zur empfindlichen
Massebestimmung Verwendung. In dieser Arbeit wurde die Quarzmikrowaage
(QCM1) zur Massebestimmung von adsorbiertem Cytochrom c herangezogen.
Diese beno¨tigt zur Signalerfassung eine du¨nne Scheibe eines Schwingquarzes.
Quarze besitzen piezoelektrische Eigenschaften, d. h. sie reagieren auf Span-
nungsvariationen mit La¨ngena¨nderungen (Elektrostriktion [40]). Wird zur An-
regung eine Wechselspannung verwendet, kommt es innerhalb des Quarzes zu
periodischen Verformungen, der Quarz schwingt. Bei einer charakteristischen
Anregungsfrequenz kommt es zur Resonanz, die Schwingungsamplitude wird
maximal. Die Resonanzfrequenz reicht von wenigen Kilohertz bis zu mehreren
Gigahertz und ha¨ngt unter anderem von der Dicke der Quarzscheibe ab. Je
du¨nner der Schwingquarz, desto ho¨her die Resonanzfrequenz.
Masseablagerungen auf dem Quarz verringern die Schwingungsfrequenz. Dies
wurde bereits vor Jahrzehnten empirisch erkannt und bildet die theoretische
Grundlage der Quarzmikrowaagentechnik. Sauerbrey untersuchte 1959 den Zu-
sammenhang zwischen Masseanlagerung und Frequenzerniedrigung genauer und
erkannte einen linearen Zusammenhang zwischen der Abnahme der Resonanz-
frequenz und kleinen Massebeladungen (vgl. Gleichung 3.1) [41].
∆m = −tqρq
f
∆f = −C∆f
n
(3.1)
∆m ist dabei die Massea¨nderung, tq und ρq die Dicke und spezifische Dichte
des Schwingquarzes, C die Massensensitivita¨t , ∆f die Frequenza¨nderung und
n die Zahl der Oberwelle. Auf dieser Grundlage werden Schwingquarze zur
Mikrowa¨gung starrer Schichten eingesetzt. Der Vorteil dieser Mikrowaagen liegt
in ihrer Fa¨higkeit extrem kleine Massen bis in den Nanogramm-Bereich zu
messen. Es ist auch mo¨glich die Dicke d der Adsorptionsschicht abzuscha¨tzen:
d =
∆m
ρeff
(3.2)
ρeff ist dabei die effektive Dichte der Adsorptionsschicht. Moderne Quarzmikro-
waagen sind in der Lage sowohl in Vakuum als auch in Flu¨ssigkeit zu messen.
1Quartz Crystal Microbalance
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Im Folgenden sollen mo¨gliche Ursachen fu¨r ein Versagen der Sauerbrey-Na¨herung
aufgezeigt werden.
Eine Ursache fu¨r ein Versagen der Sauerbrey-Beziehung (Gleichung 3.1) in
wa¨ssriger Lo¨sung kann die zusa¨tzliche Adsorption von gekoppeltem Wasser oder
Solvatmoleku¨len sein. Die Adsorbatschicht wird hierbei als viskoelastisches Hy-
drogel aus untersuchtem Makromoleku¨l und gekoppeltem Wasser betrachtet. Der
Faktor fu¨r diese Massenzunahme kann das 1.5 bis 4-fache der Trockenmasse be-
tragen [42–45]. Eine Na¨herung fu¨r die Interpretation dieser Frequenzverschiebung
einer starren Schicht (niedrige Da¨mpfung) von adsorbierten Makromoleku¨len be-
steht darin, die Schicht aus beiden Moleku¨len, Makromoleku¨l und Wasser, zu-
sammengesetzt zu betrachten. Daraus resultiert eine effektive Dicke und Dichte.
Die Dichte variiert dabei zwischen derjenigen von Proteinen (ca. 1,4 g/cm3) und
der von reinem Wasser (1,0 g/cm3) in Abha¨ngigkeit der Menge an gekoppeltem
Wasser [46]. Demnach betra¨gt die Ungenauigkeit in der Bestimmung der Dicke
±15%.
Desweiteren kann ein Versagen der Sauerbrey-Beziehung im Unterschied der
Ausbreitung der akkustischen Scherwelle innerhalb von weichen Filmen (große
Da¨mpfung) liegen. Wie jede natu¨rliche Schwingung wird auch die Oszillation
des Schwingquarzes durch das umgebende Milieu geda¨mpft. Ohne externe Ener-
giezufuhr kommt die Schwingung zum Stillstand. Je nach Art der aufgelagerten
Materie wird die Schwingung unterschiedlich stark gehemmt. Kleine, starre Mas-
sen schwingen mit dem Quarz, sie da¨mpfen daher die Schwingung nur wenig.
Ist die gebundene Struktur aber volumino¨s und hat noch viskoelastische Eigen-
schaften, kann die Da¨mpfung stark ansteigen. Ein weicher Film stellt demnach
einen gekoppelten Oszillator dar, die Resonanzfrequenz beruht sowohl auf der
Schwingung des Quarzes als auch der des Adsorbats. Die Sauerbrey Na¨herung
ist auf starre Systeme begrenzt.
Die QCM-D Technik, ermo¨glicht eine zusa¨tzliche Messung der Dissipation D,
die den relativen Energieverlust angibt (vgl. Gleichung 3.3).
D =
Eweg
2piEgesamt
(3.3)
Eweg ist dabei die Energie, die wa¨hrend eines Oszillationszyklus verloren geht
und Egesamt die Gesamtenergie, die in der Oszillation gespeichert ist. Mit der Dis-
sipation ko¨nnen zusa¨tzlich quantitative Informationen u¨ber die viskoelastischen
Eigenschaften gewonnen werden und die Masse von viskoelastischen Adsorbaten,
bei denen die Sauerbrey-Gleichung 3.1 versagt, bestimmt werden. Die theore-
tische Beschreibung kann nach dem Modell von Voight erfolgen [46,47]. Dabei
wird der adsorbierte Film als fest auf der Sensorfla¨che fixiert angenommen und
durch ein komplexes Schermodul beschrieben. Fu¨r das umgebende Medium wird
eine absolute Viskosita¨t (z. B. Wasser) angenommen.
Da prinzipiell alle an der Quarzoberfla¨che anhaftenden Massen die Resonanz-
frequenz vera¨ndern, muss man unspezifische und nicht gewollte Adsorption mi-
nimieren. Gleichzeitig kann man eine spezifische Interaktion zwischen dem zu
erfassenden Analyten und der Sensoroberfla¨che einfu¨hren. Das wird, insbeson-
dere fu¨r Proteine, durch die monomolekulare Beschichtung des Sensors mit hoch
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affinen und spezifischen Erkennungsmoleku¨len erreicht.
Aufbau des Messgera¨ts
Herzstu¨ck des Gera¨ts ist neben dem Quarzsensor die Oszillatorschaltung, die
zur Erfassung der Resonanzfrequenz no¨tig ist. U¨blicherweise werden 5-MHz-
Schwingquarze verwendet. Die nur 166 µm dicken Quarzscheiben sind auf Ober-
und Unterseite mit einer du¨nnen Goldelektrode beschichtet. An diese wird u¨ber
elektrische Kontakte die Wechselspannung angelegt, aus der die Resonanzfre-
quenz und Da¨mpfung ermittelt werden. Um in Flu¨ssigkeiten arbeiten zu ko¨nnen,
kann der Schwingquarz in eine Durchflusskammer eingebaut und mittels einer
Pumpe mit Flu¨ssigkeiten u¨berspu¨lt werden. Dabei kommt, auch zur Vermei-
dung von Kurzschlu¨ssen, nur die Oberseite des Quarzes mit Flu¨ssigkeit und
dem Analyten in Beru¨hrung. Zur Verringerung von Temperatureffekten kann
das gesamte Messgera¨t in einen thermoregulierten Beha¨lter eingebaut werden.
Gegenu¨ber klassischen Messgera¨ten, die nur einen Gleichgewichtszustand erfas-
sen, kann in modernen Gera¨ten die Kinetik einer Bindungsreaktion anhand des
zeitlichen Verlaufs analysiert werden.
Der Vergleich zur bekannteren und weitaus ha¨ufiger eingesetzten SPR-Technik
(vgl. Kapitel 3.2) liegt nahe. Mit dieser Technik ko¨nnen ebenfalls Masseanlage-
rungen an Goldsensoren im unteren Nanogrammbereich zeitaufgelo¨st detektiert
werden. Beide Techniken sind in ihrer Empfindlichkeit und Genauigkeit ab-
solut gleichwertig [48]. Durch die zusa¨tzliche Da¨mpfungsanalyse liefern QCM-
Bindungsstudien jedoch mehr Informationen u¨ber Bindungsreaktionen.
3.2 Oberfla¨chenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR)
Die Oberfla¨chenplasmonen-Spektroskopie eignet sich insbesondere zur Unter-
suchung ultradu¨nner, dielektrischer Schichten. Sie wurde zur Bestimmung der
optischen Schichtdicke von adsorbiertem Cytochrom c herangezogen.
3.2.1 Theorie der SPR
Fa¨llt Licht auf eine Grenzfla¨che zweier Medien mit unterschiedlichen Brechungs-
indizes n1 und n2, so wird ein Teil des Strahls an der Grenzfla¨che gebrochen
und der andere reflektiert (vgl. Abbildung 3.1) [49–51]. Fu¨r den reflektierten
Strahl gilt das Reflexionsgesetz: θein = θref .
Der transmittierte Strahl wird nach dem Snellius´schen Brechungsgesetz gebro-
chen:
sin θein
sin θtrans
=
n2
n1
= konstant (3.4)
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Abbildung 3.1: Strahlengang des Lichtes an der Grenzfla¨che zweier Medien mit ver-
schiedenen Brechungsindizes n1 und n2.
Erfolgt die Brechung vom optisch dichten (gro¨ßerer Brechungsindex n1) ins
optisch du¨nnere Medium (n2), so ist der Brechungswinkel θtrans gro¨ßer als der
Einfallswinkel θein. Totalreflexion tritt ein fu¨r θtrans = 90
o. Der Einfallswinkel
ergibt sich dabei nach Gleichung 3.4 zu sin θein =
n2
n1
. Dieser Winkel ist der
Grenzwinkel der Totalreflexion θc. Ist der Wert fu¨r den Einfallswinkel gro¨ßer
als θc, so nimmt der transmittierte Strahl die Form einer Oberfla¨chenwelle an,
welche sich entlang der Grenzfla¨che fortbewegt und deren Intensita¨t senkrecht
zur Grenzfla¨che exponentiell abfa¨llt. Die Welle erzeugt ein evaneszentes Feld an
der Grenzfla¨che, wodurch die Intensita¨t des reflektierten Strahls auf optische
Vera¨nderungen reagiert, die sich innerhalb der Dicke einer Wellenla¨nge von der
Grenzfla¨che ereignen.
Um eine Vergro¨ßerung der Selektivita¨t zu erreichen, muss man das evaneszen-
te Feld versta¨rken. Dies kann durch die Anregung von Oberfla¨chenplasmonen
erreicht werden.
Oberfla¨chenplasmonen sind longitudinale Ladungsdichtewellen des nahezu freien
Elektronengases eines Metalls. Die dabei auftretende evaneszente Welle nimmt
sowohl in Ausbreitungsrichtung (x) entlang der Grenzfla¨che als auch senkrecht
zur Grenzfla¨che (z) in beiden Medien exponentiell ab (vgl. Abbildung 3.2) [49,50].
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Abbildung 3.2: Reflexion an einer Grenzfla¨che Metall/Dielektrikum unter gleichzeitiger
Anregung eines Oberfla¨chenplasmons. Das angeregte Oberfla¨chenplasmon zeigt ein
elektrisches Feld im Dielektrikum, das sowohl in x- als auch in z-Richtung exponentiell
abfa¨llt.
Zur resonanten Anregung von Oberfla¨chenplasmonen mit monochromatischem
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Licht muss die Energie- und Impulserhaltung gewa¨hrleistet sein. Dazu mu¨ssen
die Wellenvektoren der Oberfla¨chenplasmonen und der Photonen in Betrag und
Richtung u¨bereinstimmen.
Aus der Beziehung zwischen Impuls p = h
λ
= hk
2pi
und der Energie E = hν = hω
2pi
des Photons ergibt sich ein Zusammenhang zwischen Wellenvektor in Ausbrei-
tungsrichtung kx und der Kreisfrequenz ω des Lichtes, der mit der Dispersions-
relation gegeben ist:
k =
ω
√
²i
c
(3.5)
kx =
ω
√
²i
c
sin θein (3.6)
²i ist dabei die Dielektrizita¨tskonstante des Mediums i und c die Lichtgeschwin-
digkeit.
Oberfla¨chenplasmonen ko¨nnen aufgrund der Stetigkeitsbedingungen des elektro-
magnetischen Feldes an der Metall-Dielektrikum-Grenzfla¨che nur mit parallel-
polarisiertem Licht angeregt werden. Fu¨r die Ausbreitung der Oberfla¨chenplas-
monen entlang der Grenzfla¨che Metall-Dielektrikum ergibt sich daher folgende
Dispersionsrelation [52]:
kx =
ω
c
√
²M²D
²M + ²D
(3.7)
²M ist dabei die Dielektrizita¨tskonstante des Metalls und ²D die Dielektrizita¨ts-
konstante des umgebenden Mediums.
Zur Impulserhaltung muss fu¨r eine resonante Anregung die parallel zur Ober-
fla¨che verlaufende Komponente des Wellenvektors der einfallenden Photonen kx
mit dem Wellenvektor der Plasmonen, der nur eine Komponente in x-Richtung
aufweist, u¨bereinstimmen. Weiterhin gilt aus Gru¨nden der Energieerhaltung,
dass die Frequenz ω von Photon und Plasmon gleich sind. Handelt es sich bei
dem umgebenden Medium um Luft, so findet man keinen Schnittpunkt in den
Dispersionskurven (vgl. Abbildung 3.3). Oberfla¨chenplasmonen ko¨nnen durch
Einstrahlung von Photonen aus dem Medium Luft nicht angeregt werden, der
Impuls eines Photons in Luft ist zu klein. Fu¨r eine resonante Anregung muß bei
konstanter Laserfrequenz ωL der Impuls des Lichtes erho¨ht werden. Der Impuls
des Photons kann durch Erho¨hung der Dielektrizita¨tskonstanten ²i, d.h. ein Di-
elektrikum mit ho¨herem Brechungsindex, erho¨ht werden. Dies ist mit Hilfe der
Prismenankopplung mo¨glich.
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Abbildung 3.3: Dispersionsrelation des Photons (1) an Luft und des Oberfla¨chenplas-
mons. Die Linien schneiden sich in keinem Punkt. Durch Erho¨hung des Brechungs-
indexes kommt es zu einem gemeinsamen Schnittpunkt (3), der jedoch nicht die
entsprechende Laserfrequenz ωL schneidet. Erst durch Variation des Einfallswinkels
θein kommt es zu einem gemeinsamen Schnittpunkt (2) und somit zu einer resonanten
Anregung des Oberfla¨chenplasmons. [49].
Fu¨r die Prismenankopplung zur Anregung von Plasmonen sind zwei verschiedene
Konfigurationen mo¨glich (vgl. Abbildung 3.4). Bei der Kretschmann-Konfiguration
muss das Licht in das Metall eindringen. Voraussetzung ist, dass die Metall-
schicht so du¨nn ist, dass die Eindringtiefe der Photonen ausreicht, um die
Oberfla¨chenplasmonen an der Grenzschicht Dielektrikum-Metall anzuregen [53].
Bei der Otto-Konfiguration wird ausgenutzt, dass an der Grenzfla¨che Glas-Luft
ein schnell abfallendes Feld u¨ber die Grenzfla¨che hinaus besteht, welches durch
einen sehr du¨nnen Luftspalt die Plasmonen anregen kann [54].
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Abbildung 3.4: Mo¨gliche Konfigurationen zur Anregung von Oberfla¨chenplasmonen.
Links: Otto-Konfiguration. Rechts: Kretschmann-Konfiguration. Die Plasmonen brei-
ten sich an der Grenzfla¨che Metall-Luft aus.
Die Otto-Konfiguration hat jedoch den großen Nachteil, dass die Dicke des
Luftspaltes sehr schwierig einzustellen ist. Weiterhin ist in der Kretschmann-
Konfiguration die Goldoberfla¨che frei zuga¨nglich. In der vorliegenden Arbeit
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wurde fu¨r alle Oberfla¨chenplasmonenmessungen ausschließlich die Kretschmann-
Konfiguration verwendet.
3.2.2 Messprinzip
In der Oberfla¨chenplasmonen-Spektroskopie wird die Reflektivita¨t, das Verha¨lt-
nis aus der Intensita¨t des reflektierten Lichtes zur Intensita¨t des einfallenden
Strahls R =
Iref
Iein
, als Funktion des Einfallswinkels θein detektiert. Die reflektierte
Intensita¨t ist bis zu dem kritischen Winkel θc nahezu konstant. Ab dem kriti-
schen Winkel θc tritt Totalreflexion ein. Bei gro¨ßeren Einfallswinkeln a¨ndert sich
die Reflektivita¨t wieder und durchla¨uft ein Minimum bei einem Resonanzwin-
kel θ0, der der Anregung von Oberfla¨chenplasmonen zugeschrieben wird (vgl.
Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5: Links: Resonanzkurve vor (durchgezogene Linie) und nach (gestrichelt
Linie) Adsorption einer dielektrischen Schicht. Rechts: Zeitliche Reflektivita¨tsa¨nderung
(Kinetik) bei festem Winkel.
Du¨nne dielektrische Schichten auf dem Metall a¨ndern die Dispersionsrelation
und es kommt zur Verschiebung des Resonanzwinkels. Die Gro¨ße der Winkel-
verschiebung ist proportional zum Produkt aus der Differenz der beiden Bre-
chungsindizes und der Filmdicke d:
∆θ = θ1 − θ0 ∝ (NFilm −NDielektrikum)d (3.8)
Zwischen dem komplexen Brechungsindex N = n + inim und der komplexen
Dielektrizita¨tskonstante besteht folgender Zusammenhang: ² = N2. Besteht die
aufgebrachte Schicht aus einem nicht absorbierendem Material, so entfa¨llt der
Imagina¨rteil. Bei Kenntnis des Brechungsindexes n kann der Winkelverschie-
bung direkt eine Schichtdickenzunahme d zugeordnet werden. Dieser Zusam-
menhang stellt die Grundlage der Oberfla¨chenplasmonen-Spektroskopie dar und
zeigt gleichzeitig die Problematik dieser Methode auf. Eine Separation von Bre-
chungsindex des Films und der Schichtdicke ist nicht mo¨glich. Ist der Brechungs-
index der Schicht nicht bekannt, so kann die beobachtete Verschiebung aus einer
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beliebigen Kombination aus ∆n und d hervorgerufen worden sein. Aus diesem
Grund muss eine der beiden Gro¨ßen mit Hilfe einer anderen Methode ermittelt
werden oder aber aus der Literatur bekannt sein. U¨ber die zeitabha¨ngige Beob-
achtung der Verschiebung des Resonanzwinkels oder der Intensita¨tsa¨nderung des
reflektirten Lichtes bei einem festen Einfallswinkel in der nahezu linearen Flanke
des Plasmons, kann man die Kinetik des Aufwachsens einer Schicht beobachten.
3.3 Zyklovoltammetrie (CV)
3.3.1 Grundlagen von Elektrodenprozessen
In der vorliegenden Arbeit wurde der Ladungstransfer von Cytochrom c auf ei-
nem zeidimensionalen Kristall mit Hilfe der Zyklovoltammetrie (CV) untersucht.
Um ein solches System elektrochemisch zu charakterisieren, sind die Prozesse
und Faktoren, die den Ladungstransfer u¨ber eine Phasengrenzfla¨che hinweg be-
einflussen, von Interesse. Die betrachtete Phasengrenzfla¨che besteht zwischen
einem elektronischen Leiter (der Elektrode) und einem ionischen Leiter (dem
Elektrolyten). Ladungstransport findet innerhalb der Elektrode durch die Bewe-
gung von Elektronen und innerhalb des Elektrolyten durch die Bewegung von
Ionen statt.
Zwei Arten von elektrochemischen Prozessen finden an der Elektrode statt. Der
eine umfasst Reaktionen, in denen Ladungen u¨ber die Metall-Lo¨sungsgrenzfla¨che
u¨bertragen werden. Dabei handelt es sich in der Regel um Elektronen, deren
Transfer eine Oxidation bzw. Reduktion verursacht. Da derartige Prozesse dem
Faraday-Gesetz2 gehorchen, werden sie Faradayprozesse genannt. Bei der zwei-
ten Art von Prozessen treten an der Elektroden-Lo¨sungs-Grenzschicht in einem
bestimmten Potentialbereich keine Ladungstransferreaktionen auf. Diese sind
thermodynamisch oder kinetisch ungu¨nstig. Wird beispielsweise die LAdungs-
dichte an der Elektrodenoberfla¨che durch A¨nderung der Elektrodenspannung
modifiziert, so a¨ndert sich a¨quivalent die Zusammensetzung in der Flu¨ssigpha-
se. Die Vorga¨nge, die mit der A¨nderung der Zusammensetzung des Elektrolyten
von der Oberfla¨che verbunden sind, werden Nicht-Faradayprozesse genannt. Ob-
wohl keine Ladung die Grenzfla¨che passiert, kann ein externer Strom (zumindest
voru¨bergehend) fließen, wenn sich das Potential, die Elektrodenfla¨che oder die
Lo¨sungszusammensetzung a¨ndert. Obwohl die Faradayprozesse von prima¨rem
Interesse fu¨r Untersuchungen von Elektrodenreaktionen sind, mu¨ssen die Ef-
fekte von Nicht-Faradayprozessen in Betracht gezogen werden, um Information
u¨ber den Ladungstransfer aus den elektrochemischen Daten ziehen zu ko¨nnen.
Im Folgenden sollen diese beiden Prozesse na¨her beleuchtet werden.
Nicht-Faradayprozesse
Eine einfache Beschreibung der elektrischen Doppelschicht liefert das Gouy-
Chapman-Stern Modell. Dieses Modell verbindet die von Helmholtz formulierte
2Das Faraday-Gesetz zeigt die Proportionalita¨t von chemisch umgesetzter A¨quivalentmasse
zur Zahl der Elektrizita¨tsmenge (Ladungen) auf.
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Na¨herung als einfacher Plattenkondensator mit dem Konzept einer diffusen Dop-
pelschicht nach Gouy und Chapman. Nach Helmholtz [55–57] wird die Schicht
der U¨berschussladung auf der Elektrodenoberfla¨che durch eine zweite Schicht an
Ionen mit gleichgroßer entgegengesetzter Ladung beschrieben. Die Struktur der
elektrischen Doppelschicht ist somit a¨quivalent zu einem paralellem Plattenkon-
densator, dessen gespeicherte Ladungsdichte σ proportional zum Potentialabfall
φ ist:
σ =
²²0
d
φ (3.9)
² ist dabei die Dielektrizita¨tskonstante des Mediums, ²0 die Permittivita¨t im
Vakuum und d der Plattenabstand.
Gouy und Chapman schlugen unabha¨ngig voneinander eine diffuse Schicht vor
und lieferten einen Ansatz aus der statistischen Mechanik zu deren Beschrei-
bung [58–60]. Bei diesem Ansatz wird die Lo¨sung in gleichgroße Lamellen paralell
zur Elektrode aufgeteilt. Dabei stehen alle Lamellen im thermischen Gleichge-
wicht miteinander. Die Ionen einer Sorte i haben in den unterschiedlichen La-
mellen eine unterschiedliche Energie, da das elektrostatische Potential φ abfa¨llt.
Die Lamellen ko¨nnen demnach als energetische Zusta¨nde mit gleichwertigen
Entartungen betrachtet werden und somit nach einer Boltzmannstatistik be-
schrieben werden. Nimmt man eine Referenzlamelle in weiter Entfernung von
der Elektrode, in welcher jedes Ion die Konzentration der Lo¨sung n0i besitzt,
dann ist die Population in jeder anderen Lamelle gegeben durch:
ni = n
0
i exp
(−zieφ
kT
)
(3.10)
Dabei ist e die Ladung eines Elektrons, k die Boltzmannkonstante, T die absolute
Temperatur und zi die Ladungszahl der Ionensorte i. Die Gesamtladung in einer
Lamelle ergibt sich somit zu:
ρ(x) =
∑
i
nizie =
∑
i
n0i zie exp
(−zieφ
kT
)
(3.11)
Aus der Elektrostatik ist die Poissongleichung bekannt, welche eine Beziehung
der Ladung ρ(x) in Abha¨ngigkeit des Potentials φ im Abstand x gibt.
ρ(x) = −²²0d
2φ
dx2
(3.12)
Gleichungen 3.11 und 3.12 ergeben zusammen die Poisson-Boltzmanngleichung,
die das System beschreiben:
d2φ
dx2
= − e
²²0
∑
i
n0i zi exp
(−zieφ
kT
)
(3.13)
Die Lo¨sung dieser Differentialgleichung ist nicht trivial. Als Na¨herung fu¨r einen
z:z Elektrolyten und fu¨r zeφ0 < kT , wobei φ0 das Potential an der Elektrode
ist, ergibt sich als Lo¨sung ein exponentieller Abfall:
φ = φ0e
κx mit κ =
(
2n0z2e2
²²0kT
)1/2
(3.14)
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Die Beschreibung von Gouy und Chapman beru¨cksichtigt jedoch nicht, dass
die Ionen ein finites Volumen haben und sich somit der Elektrodenoberfla¨che
maximal bis zu ihrem Ionenradius na¨hern ko¨nnen. Dies entspricht der inneren
Helmholtzschicht. Verbleiben die Ionen solvatisiert, so muss die erste Solvata-
tionshu¨lle zum Radius mit beru¨cksichtigt werden, was der a¨ußeren Helmholtz-
schicht entspricht. Stern [61] beru¨cksichtigte dies und erhielt als Modell eine
serielle Anordnung eines Helmholtzkondensators und eines Kondensators nach
dem Modell fu¨r die diffuse Doppelschicht (vgl. Abbildung 3.6).
Metall Helmholtz-
schicht
Diffuse
Schicht
Lösung
}} } }
F
Abstandxx = 0
Abbildung 3.6: Modell der Gouy-Chapmann-Stern Doppelschicht (oben) und entspre-
chendem Potentialverlauf (unten).
In Abbildung 3.6 ist ein Zustand der elektrischen Doppelschicht nach dem Modell
von Gouy, Chapman und Stern gezeigt. Verantwortlich fu¨r Nicht-Faradayprozesse
ist ein Nicht-Gleichgewichtszustand in der elektrischen Doppelschicht. Um einen
Strom zu erzeugen, muss sich der Zustand in der Doppelschicht a¨ndern. Durch
eine Potentialverschiebung kommt es zu einer Ladungsverschiebung an der Elek-
trodenoberfla¨che. Die elektrische Doppelschicht a¨ndert sich entsprechend, um die
Ladungsverschiebung zu kompensieren. Es resultiert ein kapazitiver Strom.
Faradayprozesse
Die fundamentale Beziehung zwischen dem an der Elektrode angelegten Potenti-
al und der Konzentration der redoxaktiven Spezies an der Elektrodenoberfla¨che
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wird durch die Nernst Gleichung beschrieben. Diese thermodynamische Glei-
chung stammt aus dem Zusammenhang der Freien Reaktionsenthalpie und der
Zusammensetzung des Reaktionsgemisches [62]. Sie gibt die thermodynamischen
Verha¨ltnisse im Gleichgewicht wieder:
E = Eª +
RT
nF
ln
a(Oxm)
a(Redm)
(3.15)
Dabei beschreibt E das an der Elektrode angelegte Potential, Eª das Stan-
dardzellpotential, das die Freie Standardenthalpie der Reaktion in Form eines
Potentials ausdru¨ckt. Bezugspunkt ist dabei die Standard-Wasserstoffelektrode
mit Eª = 0. Die Faradaykonstante F gibt die Ladungsmenge pro Mol Elek-
tronen an, n ist die Anzahl der pro Moleku¨l u¨bertragenen Elektronen, a(Oxm)
und a(Redm) die Aktivita¨ten des Oxidationsmittels bzw. des Reduktionsmittels
der redoxaktiven Spezies an der Elektrodenoberfla¨che. Die Gleichung fu¨r den
Ladungstransfer lautet dabei:
kk
Oxm+ ne− ⇀↽ Redm
ka
(3.16)
In dieser Reaktionsgleichung gibt kk die Geschwindigkeitskonstante fu¨r den ka-
thodischen Prozess an und ka die fu¨r den anodischen. Da kinetische Untersuchun-
gen meist in Anwesenheit eines großen U¨berschusses an Leitsalz durchgefu¨hrt
werden, sind die mittleren Aktivita¨tskoeffizienten γ der Ionen na¨herungsweise
konstant. Unter diesen Bedingungen ko¨nnen die konstanten Aktivierungskoeffi-
zienten aus a = γc mit in das Potential zusammengefasst werden [62].
E = E0 +
RT
nF
ln
c(Oxm)
c(Redm)
(3.17)
E0 ist dabei das formale Potential der Elektrode:
E0 = Eª +
RT
nF
ln
γ(Oxm)
γ(Redm)
(3.18)
Dabei geben c(Oxm) und c(Redm) die Oberfla¨chenkonzentration des Oxidati-
onsmittels bzw. des Reduktionsmittels der redoxaktiven Spezies an.
Die Variation des Verha¨ltnisses von c(Oxm) zu c(Redm) als Funktion des Po-
tentials zur Erlangung des Gleichgewichtszustandes ist die Grundlage fu¨r Fa-
radayprozesse, also fu¨r den Elektronendurchtritt an der Grenzfla¨che Elektrode-
Elektrolyt.
Eine kinetische Beschreibung des heterogenen Ladungstransfers an der Phasen-
grenze Elektrode-Elektrolyt liefert die Butler-Volmer-Gleichung (vgl. Gleichung
3.21) [63, 64]. Zur Herleitung dieser Gleichung geht man von der Theorie des
aktivierten Komplexes aus [65]. Fu¨r die Reaktion treten geladene Teilchen von
einer Phase unter U¨berwindung einer Potentialdifferenz in die andere u¨ber. An-
stelle der Freien Standardaktivierungsenthalpie ∆G0‡ muß deshalb die Summe
aus der Freien Standardaktivierungsenthalpie und der auf einen Formelumsatz
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bezogenen elektrischen Arbeit (nF∆φ) verwendet werden. Abbildung 3.3.1 zeigt
die energetischen Verha¨ltnisse zur Aktivierung des anodischen und kathodischen
Teilprozesses bei der Durchtrittsreaktion.
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Abbildung 3.7: Energiediagramm zur Aktivierung des anodischen und kathodischen
Teilprozesses bei der Durchtrittsreaktion. Kurve 1: Freie Standardenthalpie G0 des
Systems ohne Anwesenheit einer elektrischen Doppelschicht. Kurve 2: Verlauf des
Terms nFφ zwischen Elektrode und Lo¨sung (Annahme der starren Helmholtz-Schicht
als einfachstes Modell fu¨r die elektrische Doppelschicht) Kurve 3: Summe G0+nF∆φ
[65].
Der Wert von ∆G0‡+nF∆φ ha¨ngt davon ab, an welchem Ort αd der Helmholtz-
Schicht der aktivierte Komplex vorliegt. Ist er dicht an der Elektrode, so ist
der Einfluß des elektrischen Potentials auf den kathodischen Prozess groß, auf
den anodischen klein. Liegt er dicht an der a¨ußeren Helmholtz-Fla¨che, so gilt
das Umgekehrte. Aus diesem Grund wird ein Durchtrittsfaktor α eingefu¨hrt,
der besagt, welcher Anteil der Galvani-Spannung ∆φ sich auf die Aktivierungs-
energie des anodischen Prozesses auswirkt. Fu¨r die Geschwindigkeitskonstanten
ergibt sich somit unter Beru¨cksichtigung des elektrischen Anteils an der Akti-
vierungsenergie:
ka = k
′
ae
−∆G0‡−αnF∆φ
RT = k0ae
αnF∆φ
RT = k0ae
αnF (E−E0)
RT (3.19)
kk = k
′
ke
−∆G0‡+(1−α)nF∆φ
RT = k0ke
− (1−α)nF∆φ
RT = k0ke
− (1−α)nF (E−E0)
RT (3.20)
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Dabei sind k′a und k
′
k die pra¨exponentiellen Faktoren. Die Galvanispannung ∆φ
ist die Potentialdifferenz zwischen der Arbeitselektrode und der Lo¨sung. Sie kann
nicht absolut gemessen werden. Zur Messung ist eine zweite Elektrode no¨tig, an
der sich ebenfalls ein bestimmtes Potential relativ zur Lo¨sung einstellen wird.
Die Potentialdifferenz ∆E zwischen den Elektroden ist jedoch unabha¨ngig vom
Potential der Lo¨sung. Handelt es sich bei der zweiten Elektrode um eine Referen-
zelektrode mit einem definiertem Bezugspotential, so kann der Arbeitselektrode
ein relatives Potential E zugeordnet werden. Anstelle der Galvanispannung ∆φ
kann deshalb auch die Potentialdifferenz E−E0 betrachtet werden. Die Strom-
dichten ja und jk, der anodischen und kathodischen Reaktion, ergeben sich aus
dem Produkt der Geschwindigkeitskonstanten mit der Ladung pro Fla¨chenein-
heit ja = kanFc(Oxm) bzw. jk = kknFc(Redm). Fu¨r den Fall, dass sich die
Phasengrenze im Gleichgewicht befindet, ist c(Oxm) = c(Redm), E = E0 und
ja = |jk|, so dass k0k = k0a wird. Die Geschwindigkeitskonstanten der Oxidation
und Reduktion haben demnach beim formalen Potential E0 den gleichen Wert.
Dieser Wert wird Standardgeschwindigkeitskonstante des heterogenen Ladungs-
transfers k0 genannt. Da k0k und k
0
a, wie in Gleichung 3.19 bzw. 3.20 ersichtlich,
unabha¨ngig vom Potential sind, ko¨nnen diese durch k0 ersetzt werden. Fu¨r die
Gesamtstromdichte j erha¨lt man somit die Butler-Volmer-Gleichung:
j = ja − |jk| = nFk0
(
c(Oxm)eα
nF (E−E0)
RT − c(Redm)e−(1−α)nF (E−E
0)
RT
)
(3.21)
3.3.2 Die Zyklovoltammetrie
Die Zyklovoltammetrie liefert Informationen u¨ber die Thermodynamik von Re-
doxprozessen, aber auch Kenntnisse u¨ber die Kinetik von heterogenen Elektro-
nentransferreaktionen [66].
Bei der Zyklovoltammetrie wird das Potential linear bis zu einem Umkehrpo-
tential variiert und dann in umgekehrter Richtung wieder auf den Anfangswert
gefahren, um den Zyklus zu schließen. Der Potentialverlauf entspricht einer
Dreiecksspannung. In der Regel erfolgt die Messung in einer Dreielektrodenan-
ordnung (vgl. Abbildung 3.8).
PotentiostatRE
AE
GE
Abbildung 3.8: Dreielektrodenmessanordnung fu¨r die Zyklovoltammetrie. RE: Refe-
renzelektrode, AE: Arbeitselektrode und GE: Gegenelektrode.
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Dabei wird der Stromfluß zwischen einer Arbeits- und einer Gegenelektrode
gemessen. Die Spannungsmessung erfolgt zwischen der Arbeits- und einer nicht
polarisierten Referenzelektrode. Der ohmsche Spannungsabfall zwischen Arbeits-
und Gegenelektrode (E(t) = EZellsp.(t)− i(t)R) bleibt unberu¨cksichtigt, da zwi-
schen der Arbeits- und der Referenzelektrode praktisch kein Strom fließt.
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Abbildung 3.9: Angelegte Dreiecksspannung und typischer Verlauf eines Zyklovoltam-
mogramms als Antwort.
Der Massentransport der elektroaktiven Spezies erfolgt ausschließlich durch Dif-
fusion. Zur Vermeidung von Migrationsstro¨men und zur Sicherung der Leitfa¨hig-
keit wird zusa¨tzlich ein Leitelektrolyt hinzugefu¨gt. Dieser wird so gewa¨hlt, dass
die Redoxpotentiale des Leitelektrolyten außerhalb des Messbereichs liegen.
Fu¨r den typischen Verlauf eines Zyklovoltammogramms, der durch den Anstieg
und anschließenden Abfall des Stroms zu einem charakteristischen Peak fu¨hrt,
ko¨nnen zwei Vorga¨nge verantwortlich gemacht werden. Zum einem fu¨hrt die
Erho¨hung des angelegten Elektrodenpotentials entsprechend der Butler-Volmer
Gleichung 3.21 an der Phasengrenze zu einem Stromanstieg. Zum anderen wa¨chst
die Breite der Diffussionsgrenzschicht mit der Wurzel der Zeit t1/2. Dies wirkt
dem Stromanstieg entgegen. Wenn die Konzentration der Spezies, die fu¨r den
Ladungstransfer verantwortlich ist, an der Elektrode den Wert Null erreicht hat,
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sinkt der Stromfluss ab diesem Zeitpunkt mit t1/2. Die Stromerho¨hung durch
das U¨berpotential und die Verbreiterung der Diffusionsgrenzschicht fu¨hrt zum
typischen Zyklovoltammogramm (vgl. Abbildung 3.9).
Die Standardgeschwindigkeitskonstante k0 kann zur Charakterisierung der Durch-
trittsreaktion herangezogen werden. Matsuda und Ayabe [67, 68] schlugen fol-
gende Zonengrenzen fu¨r die Voltammetrie eines Systems vor:
• Bei großen Geschwindigkeitskonstanten (k0 > 0, 3v 12 cm/s) stellt sich ein
dynamisches Gleichgewicht an der Phasengrenze ein. Die Oberfla¨chenkon-
zentrationen ha¨ngen nur noch vom Elektrodenpotential ab und werden
nicht mehr durch kinetische Effekte beeinflusst. Der Strom ist dann eine
Funktion des relativ langsamen Massentransportes (Diffusionskontrolle).
In diesem Fall liegt eine reversible Reaktion vor.
• Fu¨r k0 < 2 ∗ 10−5v 12 cm/s findet ein irreversibler Prozess statt. Der Strom
wird durch die Geschwindigkeit des Ladungsdurchtritts u¨ber die Phasen-
grenzfla¨che kontrolliert (Durchtrittskontrolle).
• Nimmt die Standardgeschwindigkeitskonstante k0 einen Wert zwischen die-
sen beiden Grenzen (0, 3v
1
2 cm/s > k0 > 2 ∗ 10−5v 12 cm/s) an, bestimmen
sowohl Ladungstransfer als auch Massentransport den Strom. Eine solche
Reaktion wird als quasireversibel bezeichnet.
Demgema¨ß kann ein System abha¨ngig von der Potentialvorschubgeschwindigkeit
v reversibles, quasireversibles oder irreversibles Verhalten zeigen.
Ist die redoxaktive Spezies fest an die Oberfla¨che gebunden und nur als Adsorbat
elektroaktiv, so ist die Oberfla¨chenkonzentration c unabha¨ngig vom angelegtem
Potential E und es resultiert ein anderer Verlauf fu¨r das Zyklovoltammogramm
(vgl. Abbildung 3.10).
Eine Abnahme des Stroms beruht nicht auf einer Begrenzung durch die Diffusion,
sondern wird durch eine vollsta¨ndige Oxidation bzw. Reduktion der adsorbierten
Spezies hervorgerufen. Das Strommaximum ist in diesem Fall proportional zur
Potentialvorschubgeschwindigkeit v, wohingegen es im Fall einer diffusen Spezies
proportional zu
√
v ist [68].
Ein mV
I in Am
0
Abbildung 3.10: Theoretischer Verlauf eines Zyklovoltammogramms fu¨r eine fest ad-
sorbierte redoxaktive Spezies.
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Fu¨r derartige diffusionslose Systeme hat Laviron [66] einen allgemeinen Aus-
druck aus der Butler-Volmer Gleichung abgeleitet, der zur Bestimmung des
Durchtrittsfaktors α und der Geschwindigkeitskonstanten k0 verwendet werden
kann. Im reversiblen Fall bei sehr kleinen Potentialvorschubgeschwindigkeiten
(v → 0) haben die Zyklovoltammogramme, wie bereits in Abbildung 3.10 ge-
zeigt, eine symmetrische Form und sind symmetrisch zur Potentialachse. Die
Halbwertsbreite ist in diesem Fall unabha¨ngig vom Durchtrittsfaktor α und be-
tra¨gt 90,6
n
mV . Fu¨r sehr große Potentialvorschubgeschwindigkeiten (v →∞) liegt
eine vollsta¨ndig irreversible Reaktion vor. In diesem Fall zeigt der kathodische
Strompeak eine Halbwertsbreite von 62,5
αn
mV und der anodische Strompeak eine
Halbwertsbreite von 62,5
(1−α)nmV . Die Strommaxima liegen bei folgenden Poten-
tialen:
Ea = E
0 +
RT
(1− α)nF ln
(
(1− α)nF
RT
v
k0
)
(3.22)
Ek = E
0 − RT
αnF
ln
(
αnF
RT
v
k0
)
(3.23)
Die interessanteste experimentelle Gro¨ße ist der Potentialunterschied ∆Ep zwi-
schen dem kathodischen und dem anodischen Potential am Strommaximum.
Fu¨r ∆Ep >
200
n
mV kann der Durchtrittsfaktor α und die Standardgeschwindig-
keitskonstante k0 bestimmt werden. Bei diesem Potentialunterschied kann ein
irreversibles System angenommen werden, so dass man aus Gleichung 3.22 und
3.23 die gesuchten Gro¨ßen bestimmen kann. Der Graph von Ea = f(ln v) ergibt
im irreversiblen Fall eine Gerade mit der Steigung RT
(1−α)nF , womit man den
Durchtrittsfaktor bestimmen kann. Entsprechend liefert ein Graph Ek = f(ln v)
eine Gerade mit einer Steigung von RT
αnF
. Mit dem Durchtrittsfaktor erha¨lt man
aus ∆Ep = Ea − Ek mit Gleichung 3.22 und 3.23, sowie Umformen die Stan-
dardgeschwindigkeitskonstante k0:
ln k0 = α ln(1− α) + (1− α) lnα− ln
(
RT
nFv
)
− α(1− α)nF∆Ep
RT
(3.24)
Falls ∆Ep <
200
n
mV ko¨nnen die Gleichungen fu¨r den irreversiblen Fall nicht
verwendet werden. Dies ist zum Beispiel dann der Fall, wenn die maximale
Potentialvorschubgeschwindigkeit fu¨r den experimentellen Aufbau erreicht ist
und somit keine weitere Verschiebung durch Erho¨hung von v hin zur irreversiblen
Reaktion mo¨glich ist. In diesem Fall kann α meist nur abgescha¨tzt werden, der
Einfluß auf k0 ist allerdings relativ gering. In der Publikation von Laviron wird
k0 in diesem Fall anhand tabellarischer Werte abgescha¨tzt.
3.4 Rastersondenmikroskopie (SPM)
Die bislang vorgestellten oberfla¨chensensitiven Analysemethoden ermo¨glichen die
Gewinnung einer Vielzahl an Informationen u¨ber Grenzfla¨chen, sowie Prozes-
se, die dort stattfinden. Allerdings integrieren diese Methoden typischerweise
u¨ber eine große Fla¨che im Vergleich zu den Dimensionen eines Moleku¨ls oder
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der Einheitszelle einer Kristalloberfla¨che. Um strukturelle Informationen u¨ber
die Elektrode zu erhalten, werden ortsaufgelo¨ste oberfla¨chensensitive Methoden
beno¨tigt.
Dafu¨r eignen sich Rastersondenmethoden. Bei diesen wird eine Sonde u¨ber die
Oberfla¨che gerastert und dabei eine abstandsabha¨ngige Messgro¨ße, wie die Kraft
oder der Tunnelstrom, herangezogen. Die Mo¨glichkeit Oberfla¨chendefekte wie
Stufenkanten, Schraubenversetzungen, Inseln, Lo¨cher und Defekte in Adsorbat-
strukturen abzubilden, sowie deren Einfluß auf Grenzfla¨chenprozesse in situ zu
verfolgen, ist ein entscheidender Vorteil des Rastertunnelmikroskops gegenu¨ber
klassischen oberfla¨chensensitiven Methoden. Bei letzteren kann lediglich u¨ber
gro¨ßere Oberfla¨chenbereiche gemittelt werden. Somit ko¨nnen nur periodische
Strukturen detektiert werden. In dieser Arbeit wurden das Rastertunnelmikro-
skop (STM) und das Rasterkraftmikroskop (AFM) verwendet. Diese beiden
Rastersondenmethoden werden im Folgenden vorgestellt.
3.4.1 Das Rastertunnelmikroskop (STM)
Die Entwicklung dieser noch jungen Methode begann Anfang der 80er Jahre in
der Arbeitsgruppe um G. Binnig und H. Rohrer. Die urspru¨ngliche Motivation
der Arbeitsgruppe war es, auf Grundlage des schon bekannten Tunneleffektes [69]
lokale Spektroskopie auf elektrisch leitenden Oberfla¨chen zu betreiben. Im Ver-
lauf der Untersuchungen konnte dabei zuna¨chst die theoretisch beschriebene
exponentielle Abha¨ngigkeit des Tunnelwiderstandes vom Abstand zwischen ei-
ner feinen (Wolfram-)Spitze und einer Probe besta¨tigt werden [70,71]. Aufgrund
des exponentiellen Zusammenhangs zwischen Tunnelstrom und Abstand reagiert
die Tunnelspitze sehr empfindlich auf vertikale Distanza¨nderungen. Schon bald
gelang es, durch zeilenfo¨rmiges Abrastern der Probe mit dieser Tunnelspitze
hoch aufgelo¨ste Abbildungen von Oberfla¨chen (Au(110), Si(111) und GaAs(111))
zu erhalten [72,73]. Damit war die Grundidee des Rastertunnelmikroskops ver-
wirklicht. Bereits wenige Jahre nach dieser bahnbrechenden Entwicklung, fu¨r die
Binnig und Rohrer mit dem Nobelpreis fu¨r Physik ausgezeichnet wurden (1986),
hat sich das STM als leistungsfa¨hige Standardmethode zur Charakterisierung
von Oberfla¨chen etabliert [74].
Die ersten rastertunnelmikroskopischen Messungen wurden im Vakuum durch-
gefu¨hrt, wo auch die Methoden zur definierten Pra¨paration der zu untersuchen-
den Metall- und Halbleiteroberfla¨chen zur Verfu¨gung standen. Schon bald darauf
zeigte sich, daß STM-Messungen auch an Luft und sogar in Flu¨ssigkeiten [75,76]
durchgefu¨hrt werden ko¨nnen.
Die Grundlagen der Rastertunnelmikroskopie
In den theoretischen Betrachtungen von Simmons [77] zum Tunnelu¨bergang
von Elektronen zwischen zwei planparallelen elektronischen Leitern durch eine
Vakuumbarriere wird der Tunnelprozess als Streuung ebener Wellen an einer
Potentialbarriere mit mittlerer Barrierenho¨he Φ beschrieben. Der Tunnelstrom IT
wird aus der Durchtrittswahrscheinlichkeit der Elektronen in Abha¨ngigkeit von
der angelegten Spannung UT zwischen beiden Elektroden berechnet. Aus diesen
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U¨berlegungen kann, fu¨r kleine Tunnelspannungen (eUT << Φ), der folgende
vereinfachte Ausdruck fu¨r den Tunnelstrom formuliert werden [7]:
IT ≈ UT e−A
√
Φz (3.25)
mit A = 4pi(2me)
1
2h−1 = 10, 25nm−1(eV )−
1
2 .
In einem weiteren Ansatz betrachtet Bardeen [78] den Tunnelprozess als einen
U¨bergang von Elektronen aus einem Energiezustand der einen Elektrode in
einen unbesetzten Zustand der zweiten Elektrode. Durch U¨berlappung der in-
nerhalb der Potentialbarriere jeweils exponentiell abfallenden Wellenfunktionen
der Energiezusta¨nde wird der U¨bertritt der Elektronen von der einen Elektrode
auf die andere ermo¨glicht. Als Ergebnis seiner sto¨rungstheoretischen Berechnun-
gen kommt Bardeen ebenfalls auf einen exponentiellen Zusammenhang zwischen
dem Tunnelstrom und dem Tunnelabstand.
Weitere Theorien beziehen die speziellen Gegebenheiten des STM-Experimentes
mit in die U¨berlegungen ein. So beschreiben Tersoff und Hamann [79, 80] die
Tunnelspitze als spha¨rische Potentialkugel. Dabei zeigte sich, dass der Tun-
nelstrom proportional zur lokalen Zustandsdichte (”Local Density of States” =
LDOS) am Ferminiveau der Oberfla¨che an der Position der Spitze ist. Garcia
et al. [81, 82] beru¨cksichtigen die Korrugation (Rauhigkeit) der Oberfla¨che, in-
dem sie das Oberfla¨chenpotential auf der Grundlage des Jellium-Modells mit
Pseudopotentialen modellieren. Das wesentliche Ergebnis dieser und auch wei-
terfu¨hrender Modelle [83–86] ist jedoch stets eine exponentielle Abha¨ngigkeit des
Tunnelstroms vom Abstand zwischen Spitze und Probe. Die Elektronen tunneln
aus Energiezusta¨nden in der Na¨he des Ferminiveaus der energetisch ”ho¨her” lie-
genden, negativen Elektrode in unbesetzte Energiezusta¨nde der energetisch tiefer
liegenden, positiven Elektrode.
Die Funktionsweise des Rastertunnelmikroskops
Die starke Abha¨ngigkeit des Tunnelstroms vom Abstand zwischen Spitze und
Probe ist fu¨r die hohe vertikale (ca. 0,1 A˚) Auflo¨sung des Rastertunnelmikro-
skops verantwortlich. Wie aus Gleichung 3.25 hervorgeht, a¨ndert sich bei einer
typischen Vakuumbarrierenho¨he von 3 bis 4 eV [87] durch die Variation des
Tunnelabstandes um nur 1 A˚ der Tunnelstrom um eine Gro¨ßenordnung. Der
Tunnelabstand liegt typischerweise bei 5 bis 20 A˚.
Bei einem STM-Experiment wird die elektrisch leitende Tunnelspitze, u¨blicher-
weise aus Wolfram oder einer Platin/Iridium-Legierung, mit Hilfe eines Schritt-
motors grob und anschließend durch einen z-Piezoaktuator fein so nahe an die
zu untersuchende Metall- oder Halbleiteroberfla¨che angena¨hert, bis aufgrund
einer vorgegebenen Tunnelspannung, ein Tunnelstrom gemessen werden kann.
Durch einen x/y-Piezoantrieb wird nun die Spitze zeilenfo¨rmig u¨ber die Ober-
fla¨che gerastert und der Tunnelstrom registriert. Die Piezoaktuatoren, die aus
piezoelektrischen Keramiken (z.B. LiNb3) bestehen, reagieren fu¨r hochauflo¨sen-
de Mikroskope auf Spannungsvariationen mit La¨ngena¨nderungen (Elektrostrik-
tion [40]) im Bereich von 2 nmV−1, so dass Bewegungen im Sub-A˚ngstro¨m-
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Bereich realisiert werden ko¨nnen. Die erhaltenen Messpunkte S(x,y) werden in
ein ”dreidimensionales” Bild der Oberfla¨che u¨berfu¨hrt.
Das Rastertunnelmikroskop kann in zwei unterschiedlichen Betriebsarten einge-
setzt werden, die beide in Abbildung 3.11 veranschaulicht sind.
Spitze
Probe
U
x
Spitze
ProbeI
x
Abbildung 3.11: Die unterschiedlichen Betriebsarten des Rastertunnelmikroskops.
Links: Konstanter-Strom-Modus, Rechts: Konstanter-Ho¨hen-Modus [7].
Bei dem am ha¨ufigsten verwendeten Betriebsmodus, dem ”constant-current-
mode” (”Konstanter-Strom-Modus”) wird die Tunnelspitze mit Hilfe einer elek-
tronischen Steuereinheit so u¨ber die Oberfla¨che gefu¨hrt, dass der Tunnelstrom
immer auf einen vorgegebenen konstanten Wert geregelt wird. Oberfla¨chenkorru-
gationen werden durch eine entsprechende Vera¨nderung der z-Piezospannung Uz
ausgeglichen. Das Messsignal Uz(x,y) wird u¨ber die bekannte La¨ngenausdehnung
des z-Piezos in eine z(x,y)-Ortskoordinate umgerechnet.
Im ”constant-hight-mode” (”Konstanter-Ho¨he-Modus”) wird die Spitze, ohne ih-
re vertikale Position nachzuregeln, u¨ber die Oberfla¨che gerastert. Der gemessene
Tunnelstrom IT (x,y) kann direkt in eine Topographieinformation umgewandelt
werden. Der ”constant-height-mode” erlaubt ho¨here Scangeschwindigkeiten, eig-
net sich jedoch nur zur Untersuchung flacher Oberfla¨chen, da bei rauhen Sub-
straten die Gefahr besteht, dass die Spitze die Oberfla¨che beru¨hrt oder den
Tunnelkontakt verliert. Sa¨mtliche STM-Bilder, die in dieser Arbeit gezeigt wer-
den, sind im ”constant-current-mode” aufgenommen worden.
Das elektrochemische Rastertunnelmikroskop (EC-STM)
Nachdem die ersten rastertunnelmikroskopischen Untersuchungen unter UHV-
Bedingungen durchgefu¨hrt wurden, zeigte sich bald, dass auch an Luft und
sogar in Flu¨ssigkeiten gearbeitet werden kann. So gelang 1986 Hansma et al.
erstmals die Abbildung einer Graphitoberfla¨che in Wasser bzw. wa¨ssriger NaCl-
Lo¨sung [75,76]. Den ersten erfolgreichen Untersuchungen unter Potentialkontrol-
le an elektrochemischen Grenzfla¨chen folgten nur kurze Zeit spa¨ter die ersten
in situ Experimente, in denen atomare Auflo¨sungen von Oberfla¨chenstrukturen
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in verschiedenen Elektrolytsystemen erzielt werden konnten [88–92]. Seitdem
entwickelte sich die Rastertunnelmikroskopie zu einer leistungsfa¨higen Metho-
de fu¨r die Untersuchung elektrochemischer Prozesse an der Phasengrenze fest-
flu¨ssig. Um STM-Messungen in elektrochemischer Umgebung durchfu¨hren zu
ko¨nnen, sind einige Modifikationen des Messaufbaus erforderlich. Da sowohl
an der Probe als auch an der Spitze eine Vielzahl von Reaktionen ablaufen
ko¨nnen, ist es notwendig, die Potentiale beider Elektroden unabha¨ngig vonein-
ander gegen eine stromlose Referenzelektrode zu kontrollieren. Dies geschieht mit
Hilfe eines rauscharmen Bipotentiostaten. Eine Gegenelektrode zur Kompensa-
tion eventuell an der Arbeitselektrode (Probe) fließender Stro¨me vervollsta¨ndigt
die 4-Elektrodenanordnung des elektrochemischen Rastertunnelmikroskops (vgl.
Abbildung 3.12) [88,92].
AE Probe
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Tip
Abbildung 3.12: Schema der 4-Elektrodenanordnung fu¨r das elektrochemische Raster-
tunnelmikroskop (AE: Arbeitselektrode, GE: Gegenelektrode und RE: Referenzelek-
trode).
Die Tunnelspannung wird durch die Differenz aus Spitzen- und Probenpotential
festgelegt.
UT = USpitze − UProbe (3.26)
Stro¨me, die von der Wechselwirkung der metallischen Spitze mit dem Elektroly-
ten herru¨hren, mu¨ssen, da sie sich zum Messsignal, dem Tunnelstrom addieren,
minimiert werden (< 0, 1 nA). Dabei ist es nicht ausreichend das Potential
der Spitze in der Doppelschichtregion zu halten. Sie muss zusa¨tzlich noch so
weit mit einem inerten Material isoliert (”u¨berzogen”) werden, dass nur ein
kleiner Bereich an ihrem a¨ußersten Ende unbedeckt bleibt (1µm2 bis 2µm2).
Diese Maßnahme reduziert auch die Kapazita¨t an der Tunnelspitze, wodurch
zusa¨tzlich eine Verringerung des elektronischen Rauschens erreicht wird.
Die geometrischen Verha¨ltnisse im Tunnelkontakt ko¨nnen elektrochemische Vor-
ga¨nge auf der Oberfla¨che im Bereich der Tunnelspitze lokal beeinflussen. Durch
den geringen Abstand von Spitze und Probe kann das Potential der Spitze
die Potentialverteilung vor der Oberfla¨che vera¨ndern [93]. Zudem sind in die-
sem Bereich Bedingungen realisiert, die denen in einer Du¨nnschichtzelle a¨hneln.
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Dadurch kann die Kinetik elektrochemischer Prozesse in der Na¨he der Spitze
vera¨ndert werden [94].
In Einklang mit theoretischen Arbeiten von Schmickler und Henderson [85] wird
durch die Gegenwart eines Elektrolyten eine Erniedrigung der Tunnelbarriere
φ im Vergleich zum Vakuum (φVac = 3 − 4eV ) beobachtet. Werte fu¨r diese
Barriere ko¨nnen, siehe Gl.3.25, aus der Abha¨ngigkeit des Tunnelstroms vom
Tunnelabstand erhalten werden (Tunnelspektroskopie). Die exakte experimen-
telle Bestimmung von φ ist allerdings nicht trivial, was auch in der breiten
Streuung der in der Literatur angegebenen Werte von ca. 1-2 eV zum Ausdruck
kommt [88,95,96].
An dieser Stelle sei auch auf die interessante und faszinierende Mo¨glichkeit der
gezielten Erzeugung und Manipulation von Nanostrukturen auf der Substrato-
berfla¨che mit Hilfe der Tunnelspitze hingewiesen [97–99].
Die Abbildung organischer Moleku¨le mit dem STM
Organische Moleku¨le ko¨nnen, obwohl es sich in der Regel um Isolatoren handelt,
mit dem Rastertunnelmikroskop abgebildet werden. Dazu mu¨ssen sie allerdings
auf einem elektrisch leitenden Substrat fixiert sein. Dies kann durch die Bil-
dung ausreichend stark adsorbierter zweidimensionaler Filme, aber auch durch
die Immobilisierung von einzelnen Moleku¨len und Moleku¨lclustern bei tiefen
Temperaturen erfolgen.
Mit dem Rastertunnelmikroskop wird die dreidimensionale elektronische Struk-
tur der Oberfla¨che abgebildet. Die Tunnelstrombilder stellen, nach Tersoff und
Hamann [79, 80], Konturen konstanter lokaler Zustandsdichte am Ferminiveau
der Probe dar. Bei adsorbatfreien Metalloberfla¨chen entsprechen diese Konturen
weitgehend der Valenzelektronenzustandsdichte und die STM-Bilder geben die
Oberfla¨chentopographie des Substrates wieder.
Komplizierter ist dagegen die Deutung von STM-Bildern, die bei der Untersu-
chung organischer Moleku¨le auf Metalloberfla¨chen erhalten werden. Organische
Adsorbate ko¨nnen zum einen die Zustandsdichte der Substratoberfla¨che modi-
fizieren und bilden zum anderen einen Teil der Tunnelbarriere. Beide Effekte
beeinflussen den STM-Kontrast.
Der Elektronentransfer zwischen Spitze und Substrat kann in Gegenwart ad-
sorbierter Moleku¨le u¨ber zwei unterschiedliche elektronische Wechselwirkungen
ablaufen [100,101], die in Abbildung 3.13 dargestellt sind.
Sind die elektronischen Zusta¨nde der adsorbierten Moleku¨le am Tunnelprozeß
nicht beteiligt, so spricht man von einem ”Through-Space”-Mechanismus. Das
Adsorbat bewirkt lediglich eine Variation der effektiven Tunnelbarriere durch
eine dipol-induzierte Vera¨nderung der lokalen Austrittsarbeit. Verla¨uft der Tun-
nelvorgang mit Hilfe der Moleku¨lorbitale, so wird er als ”Through-Bond”- bzw.
”Through-Molecule”-Prozess bezeichnet.
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Abbildung 3.13: Unterschiedliche elektronische Wechselwirkung zwischen Spitze und
Substrat in Gegenwart adsorbierter Moleku¨le. Links: ”Through-Space”. Rechts:
”Through-Molecule”.
Ein Tunnelmechanismus, der ohne Einbeziehung der Energieorbitale der orga-
nischen Moleku¨le auskommt, wurde von Spong et al. [102] fu¨r die Abbildung
verschiedener Flu¨ssigkristalle auf Graphit vorgeschlagen. Die nur schwach mit
dem Substrat in Wechselwirkung stehenden Moleku¨le fu¨hren zu einer Modula-
tion der Austrittsarbeit. Dort, wo die polarisierbaren Moleku¨le adsorbiert sind,
kommt es zu einer lokalen Absenkung der Tunnelbarriere. Der ”Through-Space”-
Tunnelprozeß wird erleichtert, so dass das Tunnelstrombild an den Adsorpti-
onspla¨tzen der Flu¨ssigkristalle eine Topographieerho¨hung anzeigt.
Um die Moleku¨lorbitale in den Tunnelprozeß mit einzubeziehen, d.h. damit sie
mit den Energiezusta¨nden am Ferminiveau von Substrat oder Spitze in Wech-
selwirkung treten ko¨nnen, mu¨ssen die Moleku¨lniveaus entsprechend verschoben
sein, da die freien Moleku¨le in der Regel keine Energiezusta¨nde in der Na¨he der
Ferminiveaus besitzen [103]. Die Wahrscheinlichkeit fu¨r einen derartigen Tunnel-
prozeß nimmt mit wachsendem Abstand zwischen der Energie des tunnelnden
Elektrons und der beteiligten HOMO- bzw. LUMO-Zusta¨nde3 des Moleku¨ls ab.
Fu¨r eine Verschiebung der Moleku¨lenergieniveaus werden unterschiedliche Ef-
fekte verantwortlich gemacht. So ko¨nnen durch die Wechselwirkung mit dem
Metallsubstrat die Energieniveaus der organischen Moleku¨le in Richtung der
Ferminiveaus verbreitert werden [104]. Nach Lindsay [103] bewirkt der Druck der
STM-Spitze auf die adsorbierten Moleku¨le eine entsprechende Verschiebung. Gar-
cia et al. [105] beschreiben, bezogen auf la¨ngerkettige Moleku¨le, dass durch das
hohe elektrische Feld zwischen Spitze und Probe von ca. 107V cm−1 Elektronen
in unbesetzte Energiezusta¨nde eindringen. Dadurch werden Energierelaxationen
erzeugt und die Moleku¨lniveaus in Richtung des Ferminiveaus aufgespalten.
Die mo¨glichen ”Through-Molecule” Prozesse, bei denen die Elektronen unter
Einbeziehung der Adsorbatenergieniveaus von der negativen zur positiven Elek-
3HOMO: ho¨chstes besetztes Moleku¨lorbital (”highest occupied molecular orbital”), LUMO:
niedrigstes unbesetztes Moleku¨lorbital (”lowest unoccupied molecular orbital”.)
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trode tunneln, sind in Abbildung 3.14 dargestellt. Der Elektronentransfer kann
u¨ber einen schrittweisen Ladungsu¨bertragung, einen sogenannten ”hopping”-
Prozess [103], verlaufen (vgl. Abbildung 3.14 a und b).
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Abbildung 3.14: Darstellung des ”hopping” Mechanismus fu¨r (a) positive und (b)
negative Tunnelspannung. (c) Energetische Voraussetzung fu¨r den Resonanztunnel-
mechanismus. H: HOMO; L: LUMO; EF : Ferminiveau; Φ: Austrittsarbeit; Evak:
Energiegrenze fu¨r das Kontinuum.
Die Elektronentransferrate wird hier durch das schwa¨chste U¨bergangsmatrix-
element bestimmt. Wenn die Energiezusta¨nde in der Na¨he des Ferminiveaus
mit unbesetzten Energiezusta¨nden der adsorbierten Moleku¨le in Resonanz tre-
ten, werden die Elektronen durch einen Resonanztunnelprozess noch weitaus
wirksamer u¨bertragen (vgl. Abbildung 3.14 c). Das ”Through-Bond”-Tunneln
fu¨hrt im allgemeinen zu einem effektiveren Elektronentransfer im Bereich des
adsorbierten Moleku¨ls.
Im Allgemeinen tunneln die Elektronen u¨ber beide Mechanismen, wobei die
jeweiligen Beitra¨ge nicht additiv, sondern durch Interferenz zum Tunnelstrom
beitragen [100]. Der mit dem Rastertunnelmikroskop erhaltene Abbildungskon-
trast ist eng mit diesem Elektronentransfermechanismen verknu¨pft.
Die obigen Darlegungen stellen nur eine grobe Vereinfachung dar. Der Abbil-
dungskontrast organischer Moleku¨le, der sich aus einem komplexen Zusammen-
spiel elektronischer Wechselwirkungen ergibt, ist noch nicht vollsta¨ndig verstan-
den.
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Mit verschiedenen theoretischen Modellansa¨tzen ist die Bildstruktur organischer
Adsorbatsysteme berechnet worden [103, 104]. Als Beispiel seien die Arbeiten
von Sautet et al. [100,106] zur Adsorption von Benzol auf Pt(111) genannt. Dort
wurde der STM-Kontrast fu¨r unterschiedliche Adsorptionspla¨tze, fu¨r Mulden-,
Bru¨cken- und Top-Positionen, mit Hilfe eines Streuansatzes, der ESQC-Methode
(fu¨r ”Electron Scattering Quantum Chemistry”), berechnet. Bei Chemisorption
unterscheiden sich die STM-Bilder zwischen den einzelnen Adsorptionspla¨tzen
deutlich, wa¨hrend man fu¨r physisorbierte Benzenmoleku¨le keinen derartigen
Zusammenhang feststellen konnte. Die berechneten chemisorbierten Struktu-
ren stimmen gut mit den von Weiss und Eigler [107, 108] bei 4 K gemessenen
STM-Bildern von isolierten Moleku¨len u¨berein.
Abschließend sei noch ein ha¨ufig zu beobachtendes Pha¨nomen bei der Abbildung
organischer Adsorbatfilme angesprochen. Der Kontrast kann sich wa¨hrend eines
STM-Experimentes bei der Abbildung organischer Moleku¨le ”umkehren” (d. h.
helle Bildpunkte erscheinen dunkel und umgekehrt), ohne daß dabei die Tun-
nelparameter vera¨ndert werden. Dies kann im allgemeinen auf eine Spitzenmo-
difizierung zuru¨ckgefu¨hrt werden. So deuteten Spong et al. [102] die Abbildung
flu¨ssigkristalliner Verbindungen mit positivem und kurze Zeit spa¨ter mit nega-
tivem Kontrast mit der Adsorption eines oder mehrerer dieser Moleku¨le an der
Spitze. Auch Lindsay [109] konnte bei der Abbildung von DNS-Moleku¨len eine
Kontrastumkehr beobachten, die mit einer A¨nderung der Spitzeneigenschaften
zu korrelieren schien.
Rastertunnelspektroskopie
Variationen der Tunnelspannung fu¨hren zu A¨nderungen im Tunnelstrom (vgl.
Gleichung 3.25. Aus den zugeho¨rigen Strom-Spannungskurven ko¨nnen Eigen-
schaften eines einzelnen Moleku¨ls oder Atoms im Tunnelkontakt erhalten werden.
Mit dem STM wird somit eine nicht invasive ra¨umlich hochaufgelo¨ste Spektro-
skopie ermo¨glicht. Eine Beschreibung der Tunnelspektroskopie liefert Ho [110].
Tunneln ist hauptsa¨chlich ein elastischer Vorgang. Bei niedrigen Temperaturen
(kryogenen Bedingungen) und geringen Tunnelspannungen ha¨ngt die differen-
tielle Leitfa¨higkeit (dI/dV) mit der elektronischen Zustandsdichte zusammen.
Die elektronischen Zusta¨nde aus der Spitze, dem Substrat und einem adsorbier-
tem Atom oder Moleku¨l sind jedoch sehr komplex und die Interpretation der
Spektren nicht trivial. Das Problem wird durch die Tatsache erschwert, dass
sich die elektronischen Zusta¨nde der adsorbierten Spezies durch Resonanzen ver-
breitern und durch die Interaktion mit dem Substrat verschieben. Desweiteren
sind die elektronischen Zusta¨nde des adsorbierten Moleku¨ls oft mehr als 2 eV
vom Ferminiveau entfernt, so dass ein Tunneln in diese Zusta¨nde Elektronen
sehr hoher Energie beno¨tigt. Dies kann zu chemischen Bindungsbru¨chen fu¨hren.
Die topographische Abbildungen eines Moleku¨ls kann sich von einem Substrat
zum anderen unterscheiden, was eine chemische und strukturelle Unterschei-
dung erschwert. Die Ursache liegt im elastischen Tunneln der elektronischen
Struktur von Spitze, Moleku¨l und Oberfla¨che. In den Abbildungen verborgen
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sind die inelastischen Anregungen, wie die Anregung der Vibrationszusta¨nde des
adsorbierten Moleku¨ls. Ein großer Vorteil der Spektroskopie von Schwingungs-
zusta¨nden liegt in den charakteristischen Energien fu¨r die verschiedenen funktio-
nellen Gruppen.Wa¨hrend sich die topographischen Informationen auf verschie-
denen Substraten stark unterscheiden ko¨nnen, ko¨nnen die Schwingungsenergien
nahezu gleich sein.
Spektroskopische Information mit tunnelnden Elektronen wurde erstmals 1966
von Jaklevic und Lambe an adsorbierten Moleku¨len in einem Metall-Oxid-Metall
Kontakt gezeigt [111]. Die Sensitivita¨t ist 10 mal gro¨ßer als andere oberfla¨chen-
sensitive Vibrationstechniken. Die inelastische Rastertunnelspektroskopie (STM-
IETS) ist eine spektroskopische Schwellwert Technik (vgl. Abbildung 3.15). Wenn
die Tunnelspannung erho¨ht wird und den Schwellwert zur Anregung des Schwin-
gungszustandes erreicht, erho¨ht sich die Leitfa¨higkeit, da ein zusa¨tzlicher Weg
fu¨r das Tunneln mo¨glich wird.
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Abbildung 3.15: Schema fu¨r das Auftreten von inelastischen Tunneln am Schwellwert
fu¨r die Anregung von Vibrationszusta¨nden. Die A¨nderung im Tunnelstrom fu¨r diese
Anregung ist zu klein, um sie in der Strom-Spannungskurve zu detektieren. Deshalb
werden die Schwingungszusta¨nde aus A¨nderungen in der Leitfa¨higkeit (dI/dV) oder
in deren differentieller A¨nderung (d2I/dV2) extrahiert.
Deutlicher wird diese A¨nderung, indem man die differentielle A¨nderung der
Leitfa¨higkeit als Funktion der Spannung aufzeichnet (d2I/dV2). Die Mo¨glichkeit
fu¨r einen inelastischen Tunnelprozeß fu¨hrt jedoch nicht nur zu einer Erho¨hung
der Leitfa¨higkeit, sondern beeinflusst auch den elastischen Tunnelprozeß (vgl.
Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.16: Schematische Darstellung fu¨r den elastischen und den inelastischen
Tunnelprozeß. Der inelastische Tunneleffekt beeinflußt den elastischen. Die gewellten
Linien entsprechen Schwingungsanregungen.
Elektronen mit einer Energie nahe dem Schwellwert fu¨r die Anregung der Vi-
brationszusta¨nde ko¨nnen direkt u¨ber einen elastischen Prozeß tunneln oder aber
u¨ber virtuelle An- und Abregung (bzw. Emisson und Absorption) eines Schwin-
gungsquantums. Diese zwei Tunnelprozeße besitzen denselben Anfangs- und End-
zustand und ko¨nnen somit interferieren. Die Anregung eines Schwingungszustan-
des vera¨ndert die Zustandsdichte fu¨r den elastische Tunnelprozeß. Berechnungen
zeigen hierfu¨r eine Erniedrigung der differentiellen Leitfa¨higkeit [112]. Die ge-
messene Gesamtleitfa¨higkeit ist die Summe aus den positiven inelastischen und
negativen elastischen Anteilen, die sich fu¨r die meisten Schwingungsmoden auf-
heben. Eine Ausnahme bildet die C-H Streckschwingung. So wird zum Beispiel
fu¨r Acetylen (HC=CH) adsorbiert auf Cu(001) eine C-H-Streckschwingung ge-
funden, jedoch keine C-C Streckschwingung [110].
3.4.2 Das Rasterkraftmikroskop (AFM)
Auch wenn das STM hoch aufgelo¨ste Abbildungen von vielen leitenden oder
halbleitenden Oberfla¨chen ermo¨glicht, so hat diese Methode Grenzen. So ko¨nnen
hochohmige Substrate nicht abgebildet werden, da der Tunnelstrom durch den
Widerstand des Substrates reduziert wird. Ein weiterer Nachteil sind die hohen
Feldsta¨rken an der Tunnelspitze. Die angelegte Spannung kann die Reaktion auf
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dem Substrat innerhalb einer elektrochemischen Studie direkt beeinflußen. So
zeigt sich zum Beispiel in Elektrodepositionsstudien eine verhinderte Metallde-
position bei einer Verringerung des Substratpotentials direkt unter einer Spitze,
die auf ein positives Potential gelegt wurde, wohingegen Deposition abseits der
Spitze stattfindet.
Mit dem AFM ko¨nnen hohe laterale Auflo¨sungen erzielt werden unter Bedin-
gungen, in denen dem STM Grenzen gesetzt sind [113]. Das Prinzip des AFM
basiert auf der Messung der sich a¨ndernden Auslenkung einer freischwebenden
Blattfeder, die eine scharfe Spitze, gewo¨hnlich aus Si3N4 oder Si, tra¨gt, wa¨hrend
die Spitze u¨ber die Oberfla¨che gerastert wird. Diese Auslenkungen beruhen auf
kurzreichweitigen Kra¨ften zwischen Spitze und Oberfla¨che. Die Messung die-
ser winzigen Bewegungen erfolgt u¨ber die Detektion der Position eines auf der
Blattfeder reflektierten Laserstrahls. Ein typischer Aufbau eines AFMs wird in
Abbildung 3.17 gezeigt.
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Abbildung 3.17: Schematischer Aufbau eines Rasterkraftmikroskops (AFM).
Die Probe wird auf einem Piezoscanner befestigt, der diese in z-Richtung (vertikal
zur Blattfeder), sowie in x- und y-Richtung (horizontal zur Blattfeder) bewegt.
Der Federarm mit Spitze ist fu¨r gewo¨hnlich aus Si mittels photolithografischen
Verfahren gefertigt. Der Laserstrahl wird u¨ber eine Metallbeschichtung, die auf
der Oberseite der Blattfeder angebracht ist, auf Fotozellen reflektiert. Eine Aus-
lenkung der Blattfeder beeinflußt die Lichtmenge des Laserstrahls, die in jede
Zelle einfa¨llt. Das dadurch verursachte differentielle elektrische Signal wird auf-
gezeichnet. Im Folgenden soll auf die Oberfla¨chenkra¨fte eingegangen werden, auf
denen die Abbildung beruht. Betrachtet wird die Auslenkung der Blattfeder als
Funktion der Ausdehnung des z-Piezoelements (vgl. Abbildung 3.18).
Angenommen die Spitze ist so weit u¨ber der Oberfla¨che, so dass die wirken-
den Kra¨fte auf die Blattfeder vernachla¨ssigbar sind, so ist die Blattfeder gerade
(vgl. Abbildung 3.18). Wenn nun das z-Piezoelement mit der Probe auf die
Spitze zubewegt wird, werden Kra¨fte zwischen Probe und Spitze erkennbar. Bei
Absta¨nden in der Gro¨ßenordnung von 10 nm sind die einzigen Kra¨fte elektrosta-
tischer Natur. Diese ko¨nnen attraktiv oder repulsiv sein. Angenommen, Spitze
42 3.Methoden
und Oberfla¨che haben gleiche Ladung, so wirkt zwischen beiden eine repulsive
Kraft. Bei Anna¨herung der Probe an die Spitze wird die Blattfeder aufgrund
der repulsiven Wechselwirkung nach oben, weg von der Oberfla¨che ausgelenkt.
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Abbildung 3.18: Kraftverha¨ltnisse im AFM beim Ausdehnen und Ru¨ckziehen der
Piezokeramik. Links: Attraktive Wechselwirkung (entgegengesetzte Ladung von Spitze
und Probe). Rechts: Repulsive Wechselwirkung (Ladungen gleichen Vorzeichens auf
Spitze und Probe).
Durch die Weite der Auslenkung und die bekannte Federkonstante, typischer-
weise in der Gro¨ße von 0,01 bis 0,4 N/m, kann die repulsive Kraft abgescha¨tzt
werden. Wenn der Abstand Spitze-Oberfla¨che sehr klein wird (≈3 nm), spielen
attraktive van-der-Waals´sche Wechselwirkungskra¨fte eine Rolle und die Spitze
wird zur Oberfla¨che hingezogen. Wird diese Kraft groß im Vergleich zu dem
Produkt aus der Federkonstanten und der Auslenkung, so ”springt” die Spitze
in ”Kontakt” mit dem Substrat. Bei ”Kontakt” sind die Kra¨fte repulsiv, so dass
eine weitere Bewegung des z-Piezoelements in Richtung Spitze die Blattfeder
um dieselbe Gro¨ßenordnung nach oben bewegt (vorausgesetzt, dass die Spitze
die Oberfla¨che nicht merklich deformiert).
Eine Form, die Oberfla¨che abzubilden, ist der Kontaktmodus (”contact mode”).
Dabei ist die Spitze so nah wie mo¨glich an der Oberfla¨che und die Kra¨fte
sind repulsiv. Die Auslenkung wird u¨ber den Laserstrahl auf einem konstan-
ten Wert gehalten, indem das z-Piezoelement entsprechend nachgeregelt wird.
Die Piezospannung wird als Funktion der x- und y-Position aufgezeichnet. Eine
andere Form der Abbildung ist der ”tapping mode”. Hier wird die Blattfeder
wa¨hrend des Rasterns mit einer Frequenz nahe ihrer Eigenfrequenz angeregt.
Durch Wechselwirkung mit der Oberfla¨che kommt es zur Da¨mpfung der Schwin-
gungsamplitude, wodurch Ru¨ckschlu¨sse auf die Wechselwirkungskra¨fte an der
Oberfla¨che gezogen werden ko¨nnen. Die Schwingungsamplitude dient hier als
Regelgro¨ße fu¨r die Abbildung.
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4.1 Chemikalien
Alle Chemikalien wurden ohne weitere Reinigung, wie vom Hersteller erhalten,
verwendet.
Allgemeine Chemikalien
Abku¨rzung Reinheit Beschreibung Bezugsquelle
Wasser, H2O - Entionisiertes Milli-Q Wasser Millipore
(18,2MΩcm−1; 2-4ppb TOC)
EtOH reinst Ethanol KMF GmbH
Chemikalien zur Reinigung der Glasgera¨te
Abku¨rzung Reinheit Beschreibung Bezugsquelle
H2O2 p.A. 35% Wasserstoffperoxid KMF GmbH
H2SO4 p.A. konzentrierte Schwefelsa¨ure KMF GmbH
KOH p.A. Kaliumhydroxid Sigma
Isopropanol Isopropanol KMF GmbH
Chemikalien zur Ausbildung der Selbstorganisierten Monolagen (SAM)
Abku¨rzung Reinheit Beschreibung Bezugsquelle
MUA p.A. Mercaptoundecansa¨ure Fluka
HS
CO2H
MPA p.A. Mercaptopropionsa¨ure Fluka
HS
CO2H
3MBA p.A. 3-Mercaptobenzoesa¨ure Aldrich
HS
CO2H
4MBA 95% 4-Mercaptobenzoesa¨ure ABCR
HS CO2H
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Substrat fu¨r STM Untersuchungen und Reinigung
Abku¨rzung Reinheit Beschreibung Bezugsquelle
Au(111) - einkristalline Gold(111) Scheibe MaTecK GmbH
(ø = 10 mm; h = 2 mm)
H2SO4 suprapur konzentrierte Schwefelsa¨ure KMF GmbH
Substrat fu¨r CV Untersuchungen und Reinigung
Abku¨rzung Reinheit Beschreibung Bezugsquelle
Au(111) - einkristalliner Gold(111) Kristall FZ Ju¨lich
(ø= 3,5 mm; h = 10 mm)
H2SO4 suprapur konzentrierte Schwefelsa¨ure KMF GmbH
Proteine
Abku¨rzung Reinheit Beschreibung Bezugsquelle
Cytochrom c 95% Pferde Cytochrom c Sigma
vgl. Kapitel 2.3
CytochromRind c 95% Rinder Cytochrom c Sigma
vgl. Kapitel 2.3
Herstellen der Pufferlo¨sung
Abku¨rzung Reinheit Beschreibung Bezugsquelle
Na2HPO4 p.A. Natriumhydrogenphosphat Sigma
NaH2PO4 p.A. Natriumdihydrogenphosphat Sigma
Pra¨paration der Spitzen fu¨r das STM
Abku¨rzung Reinheit Beschreibung Bezugsquelle
Teflonschlauch - Kapillar-Schlauch aus Teflon Bohlender GmbH
(øinnen = 0,3 mm
øaußen=0,6 mm)
Pt/Ir-Draht - Pt/Ir-Draht (70:30) Heraeus
ø = 0,25 mm
Wolframdraht - Wolframdraht ø = 0,25 mm ABCR
Golddraht - Golddrahtø = 0,25 mm Chempur
CaCl2 p.A. Calciumchlorid Sigma
NaOH p.A. Natriumhydroxid KMF GmbH
KCN p.A. Kaliumcyanid Fluka
Polyethylen - Heißkleber PE-LD 7,4x100 mm Praktiker
Sonstige Chemikalien und Gase
Abku¨rzung Reinheit Beschreibung Bezugsquelle
Goldnanopartikel - Citratstabilisierte Aldrich
5 nm große Goldnanopartikel
(0,01% HAuCl4)
(0,04% Natriumcitrat)
Immersionso¨l - Immersionso¨l Gargille Laboratories
Dielektrizita¨tszahl: 1,61
Ar 99,999% Argongas FZ Ju¨lich
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4.2 Gera¨te
Alle SPM Experimente wurden mit einem MultiMode SPM von Veeco/DI mit
Nanoscope IV Controller durchgefu¨hrt. Fu¨r die STM Messungen wurde zusa¨tz-
lich ein Vorversta¨rkermodul fu¨r Experimente mit Tunnelstro¨men kleiner als 50
pA zwischengeschaltet. Die MultiMode Einheit wurde zur Aufnahme der Meß-
signale in einem schwingungsgeda¨mpften Faradayka¨fig gestellt. Sie beinhaltete
den Meßkopf mit Piezoscanner sowie eine Probenvorrichtung. Der integrierte
Ro¨hrenscanner besitzt im Vergleich zu den bei den fru¨hen Mikroskopen einge-
setztzen Dreibeinscanners eine geringere Hysterese [114].
Als Gegenelektrode wurde ein kurz vor dem Einbau geglu¨hter Platindraht ver-
wendet. Die Wasserstoffflamme wurde mit dem Flammengenerator Hotflame
350 erzeugt. Als Referenzelektrode fand fu¨r Experimente in neutraler Lo¨sung
eine Ag/AgCl -Elektrode (DRIREF-450, WPI) und fu¨r Experimente im saurem
Milieu als Quasireferenzelektrode ein Platindraht Verwendung. Fu¨r die EC-STM-
Experimente wurde ein Bipotentiostat BP600 (EC-TEC) verwendet.
Die Zyklovoltammetrie wurde mit einem Potentiostaten der Firma Princeton
Applied Research Modell 283 durchgefu¨hrt. Die Messungen wurden mit dem
Programm Corrware in einem Faradayka¨fig von Autolab durchgefu¨hrt. Fu¨r die
Messungen wurde ein Tiefpassilter von 5.3 Hz eingeschaltet. Als Gegenelektrode
wurde ein Platindraht verwendet. Als Referenz diente eine gesa¨ttigte Kalomel-
elektrode (SCE). Arbeitselektrode war ein einkristalliner Au(111) Kristall. Fu¨r
die QCM-D Messungen wurde das Q-Sense D300 System mit Goldbeschichteten
Schwingquarzen bei einer Frequenz von 5 MHz, sowie der dritte (15 MHz), der
fu¨nfte (25 MHz) und der siebte (35 MHz) Oberton verwendet.
SPR Messungen erfolgten mit einem Biosuplar 3 Reflectometer der Firma Mivi-
tec GmbH. Die Besonderheit dieses Aufbaus liegt in der Verwendung nur eines
Goniometers aufgrund des besonderen Prismas, das einen antiparallelen Strah-
lengang des einfallenden und ausfallenden Strahls ermo¨glicht (vgl. Abbildung
4.1).
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Abbildung 4.1: Schema des Strahlengangs fu¨r den Biosuplar 3 Reflectometer.
Der Bipotentiostat, der fu¨r das A¨tzen der Nanodra¨hte und fu¨r die Zyklovol-
46 4.Experimenteller Teil
tammetriemessungen der Goldspitzen verwendet wurde, wurde am ISG des For-
schungszentrum Ju¨lich GmbH von Gabor Meszaros entwickelt.
4.3 Prozeduren
Fu¨r alle Experimente wurde entionisiertes Wasser (Milli-Q, Millipore 18,2MΩcm−1,
2-4ppb TOC) verwendet.
4.3.1 Reinigung der Glasgera¨te
Alle Glasgera¨te wurden zur Reinigung u¨ber Nacht in Caro´scher Sa¨ure gelagert
und vor den Experimenten 10 mal mit Wasser gespu¨lt, mit kochendem Wasser
gereinigt und nochmals 10 mal gespu¨lt. Die Carosche Sa¨ure wurde hergestellt,
indem zu 35% H2O2 langsam konzentrierte H2SO4 unter Ru¨hren und Eisku¨hlung
bis zu einem Mischungsverha¨ltnis von 3:1 (H2SO4:H2O2) zugetropft wurde. Die
mit Thiolen kontaminierten Glasgera¨te wurden zusa¨tzlich vor dieser Behandlung
u¨ber Nacht in einem Gemisch aus KOH und Isopropanol gelagert und vor dem
Eintauchen in Caroscher Sa¨ure gru¨ndlich mit Wasser gespu¨lt.
4.3.2 Herstellen der STM Spitzen
Fu¨r Experimente an Luft und in neutraler Lo¨sung wurden Pt/Ir-Spitzen ver-
wendet. Diese wurden durch A¨tzen eines Pt/Ir-Draht in 5 M alkalischer (2 M
NaOH) KCN-Lo¨sung bei einer Rechteckspannung von ±10 V mit einer Fre-
quenz von 5 kHz hergestellt. Als Gegenelektrode diente ein Platinnetz. Zur
Erzeugung der Rechteckspannung wurde ein Funktionsgenerator von Toellner
(Toe 7704; 1mHz-12MHz) verwendet. Damit der A¨tzvorgang nur an einer Stelle
des Drahtes stattfindet, wurde der Draht vorher mittels eines Teflonschlauch
isoliert (vgl. Abbildung 4.2). Derartig hergestellte Spitzen sind zur Abbildung
mit dem STM ausreichend scharf, wie auch die rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme zeigt.(vgl. Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.2: Abbildung des A¨tzaufbaus fu¨r das A¨tzen von Pt/Ir-Spitzen.
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Abbildung 4.3: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Pt/Ir-Spitze.
Fu¨r Experimente in saurer Lo¨sung wurden Wolframspitzen verwendet. Diese
sind mechanisch stabiler als Pt/Ir-Spitzen, oxidieren jedoch in neutraler und al-
kalischer Lo¨sung. Zur Herstellung der Wolframspitzen wurde ein Wolframdraht
in 2 M NaOH bei einer Gleichspannung von 2,4 V gea¨tzt. Dabei fand als Gege-
nelektrode eine Platindrahtschlaufe, in welcher sich als Lamelle die A¨tzlo¨sung
befindet, Verwendung (vgl. Abbildung 4.4).
U 2,4 V
Platindrahtring
mitNaOH (grau)
Wolframdraht
Bohrung zum
Auffangen der
geätzten Spitze
Abbildung 4.4: Abbildung des A¨tzaufbaus fu¨r das A¨tzen von W-Spitzen.
Weiterhin wurden in dieser Arbeit Goldspitzen verwendet, um an diese Mikro-
elektroden Cytochrom c zu immobilisieren. Fu¨r deren Herstellung wurde ein
Golddraht in einer 2 M CaCl2-lo¨sung bei einer Wechselspannung von 60 V
gea¨tzt.
Um bei allen Spitzen Leckstro¨me zu veringern, wurden diese mit Polyethylen
u¨berzogen. Dazu wurden die Spitzen u¨ber ein Bohrfutter mit einer Mikrome-
terschraube verbunden und von unten durch die O¨ffnung einer durchbohrten
Lo¨tspitze gefu¨hrt. Auf die Lo¨tspitze wurde ein kleines Stu¨ck Polyethylen (ca.
0,5 cm x 0,5 cm x 0,2 cm) gelegt und auf ca. 300 oC erhitzt. Die Spitze wird
nun vom flu¨ssigen Polyethylen umschlossen. Nach Abschalten des Lo¨tkolbens
la¨sst man das Polyethylen eine Weile abku¨hlen und fa¨hrt dann mit der Mi-
krometerschraube die Spitze ganz nach oben. Zum Abscha¨tzen des Zeitpunktes
fu¨r das Hochfahren der Spitze, wird die Zeitspanne herangezogen, die no¨tig ist
die viskoelastische Verformung des za¨hflu¨ssigen Polyethylens wieder zu gla¨tten.
Diese tritt nach Abwa¨rtsbewegung der Spitze mittels der Mikrometerschrau-
be auf. Empirische Erfahrungen haben gezeigt, dass eine Zeit von 3 Sekunden
geeignet ist, um einerseits kleine Leckstro¨me zu erhalten und andererseits die
Spitze nicht ganz mit Polyethylen zu bedecken (vgl. Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: Abbildung des Aufbaus zum Isolieren der Spitzen fu¨r das Rastertun-
nelmikroskop.
4.3.3 Pra¨paration der Goldsubstrate
Als Probe fu¨r die STM Untersuchungen wurden massive einkristalline Au(111)
Scheiben mit einer Ho¨he von 2 mm und einem Durchmesser von 10 mm ver-
wendet. Vor jeder Messung wurden diese fu¨r mehrere Stunden in konzentrierter
Schwefelsa¨ure gelagert, 10 mal mit Wasser gespu¨lt und in einer H2-Flamme
bis zur Orangeglut fu¨r 10 Minuten getempert. Bei diesem Verfahren, das ur-
spru¨nglich von Clavier zur Pra¨paration von Platineinkristallen entwickelt wur-
de [115], sind die Oberfla¨chenatome sehr mobil. Damit ko¨nnen sich durch Aus-
heilen von Oberfla¨chendefekten atomar flache Terassen ausbilden. Die Oberfla¨che
wird zusa¨tzlich durch thermische Desorption von adsorbierten Kontaminationen
gereinigt. Die Probe wurde nach dem Glu¨hen unter Argonstrom auf Raumtem-
peratur abgeku¨hlt.
Die Proben fu¨r die AFM wurden durch Aufsputtern von 5 nm Chrom zur
Haftvermittlung und 50 nm Gold auf einen Siliziumwafer hergestellt. Vor der
Messung wurden diese in konzentrierter Schwefelsa¨ure gelagert und gru¨ndlich
mit Wasser gespu¨lt.
Die Zyklovoltammetriemessungen wurden an einem einkristallinen Au(111) Kri-
stall durchgefu¨hrt, welcher mehrmals in konzentrierte Schwefelsa¨ure getaucht,
gru¨ndlich mit Wasser gespu¨lt und anschließend mit einem Butangasbrenner
flammengetempert wurde.
Fu¨r die SPR Messungen wurden als Substrate Glaspla¨ttchen verwendet, auf die
zur Haftvermittlung eine du¨nne Chromschicht aufgesputtert wurde und darauf
eine etwa 50 nm dicke Goldschicht. Die Substrate wurden vor der Messung in
konzentrierter Schwefelsa¨ure gelagert und gru¨ndlich mit Wasser gespu¨lt.
Fu¨r die QCM-D Messungen wurden goldbeschichtete 5-MHz-Schwingquarze mit
einer Massensensitivita¨t von C = 17, 7ngHz−1cm−2 (Lot-Oriel) verwendet.
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4.3.4 Herstellen der Lo¨sungen und Adsorption
Zur Bildung von Selbstorganisierten Monolagen (SAMs) organischer Moleku¨le
auf den Goldsubstraten wurde eine 10 mM ethanolische Lo¨sung der Mercaptoun-
decansa¨ure (MUA), der 3-Mercaptobenzoesa¨ure (3MBA) oder der 4-Mercapto-
benzoesa¨ure (4MBA) verwendet. Nach der Adsorption wurden die Substrate
sorgfa¨ltig mit Ethanol und Wasser gespu¨lt. Im Falle der Mercaptopropionsa¨ure
(MPA) wurden die Substrate in die reine Substanz eingebracht, welche anschlies-
send gru¨ndlich mit Wasser gespu¨lt wurden. Falls im Text nicht anders erwa¨hnt,
wurde fu¨r 20 Minuten assembliert bevor mit dem Spu¨len fortgefahren wurde.
Zur Adsorbtion von Cytochrom c wurde das mit der SAM modifizierte Gold-
substrat fu¨r eine Minute in eine gepufferte Proteinlo¨sung getaucht und ansch-
liessend mit Wasser gespu¨lt. Die Konzentration von Cytochrom c betrug 20
µM. Als Puffer wurde NaH2PO4 und Na2HPO4 in einem Molverha¨ltnis k von
Na2HPO4:NaH2PO4 = k = 0,63 gemischt, um einen pH von 7 bei einer Sa¨ure-
konstanten pKa von 7,2 entsprechend der Henderson-Hasselbach-Gleichung 4.1
zu erhalten.
pH = pKa + lg
c(Na2HPO4)
c(NaH2PO4)
(4.1)
Falls im Text nicht anders erwa¨hnt, betrug die Ionensta¨rke I des Puffers 5,78
mM . Die Ionensta¨rke berechnet sich dabei nach Gleichung 4.2.
I =
1
2
∑
i
z2i ci (4.2)
=
1
2
(
(12 + 12 + 22) ∗ c(Na2HPO4) + (12 + 12) ∗ c(NaH2PO4)
)
(4.3)
= 3 ∗ c(Na2HPO4) + c(NaH2PO4) (4.4)
= 3 ∗ kc(NaH2PO4) + c(NaH2PO4) (4.5)
= 2, 89 ∗ c(NaH2PO4) (4.6)
zi ist die Ladung der Ionensorte i, ci ihre Konzentration. Fu¨r die CV und STM-
Messungen mit Goldnanopartikeln, die auf den Proteinen adsorbierten, wurde
CytochromRind c verwendet. Dieses wurde in oben beschriebenem Phosphat-
puffer in einer Konzentration von 20 µM gelo¨st. Die Adsorptionszeit, sowohl
fu¨r die SAM als auch fu¨r das CytochromRind c, betrug fu¨r diese Messungen
jeweils eine Minute. Zur Anbindung der Goldnanopartikel wurde die Nanopar-
tikello¨sung, so wie vom Hersteller erhalten, auf die mit CytochromRind c und
SAM modifizierte Goldoberfla¨che fu¨r eine Minute aufgetragen und anschließend
mit Wasser gespu¨lt.
4.3.5 Mikrokontaktdrucken
Die Stempel fu¨r das Mikrokontaktdrucken wurden aus einem Stu¨ck Polyolefin
Plastomer (POP) (Affinity VP 8770G, Dow Chemicals) durch Heißpra¨gen bei
einer Temperatur von 85 oC und einem Druck von 90 kPa hergestellt [116].
Als Pra¨gefla¨che wurde ein Siliziumoxidwafer durch Elektronenstrahllithographie
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mit Linien von 1µm bis 70 nm Breite und durch reaktives Ionena¨tzen von der
AMO GmbH (Aachen, Germany) mit einer Tiefe von 100 nm strukturiert. Vor
dem Heißpra¨gen wurde die Pra¨geform mit einer selbstorganisierten Monolage
von (1,1,2,2,-Tridecafluoro-octyl)-trichlorosilan (Sigma-Aldrich) passiviert. Als
Stempelkissen wurde Polydimethylsiloxan (PDMS) (Sylgard 184, Dow Corning)
verwendet. Dieses wurde vor dem Stempeln in die Proteinlo¨sung eingelegt. Nach
zwei Stunden wurde der Stempel mit leichtem Druck fu¨r zwei Minuten auf das
Stempelkissen gedru¨ckt und anschließend wurde mit leichtem Druck fu¨r eine
Minute auf das Substrat gestempelt.
4.3.6 Prozessschritte fu¨r die Herstellung der Chips mit Nanodra¨hten
Fu¨r den Aufbau der Chips wurde zuna¨chst auf einem p-dotiertem Siliziumwa-
fer durch thermische Oxidation ein 1000 µm dickes Oxid aufgebracht, um eine
Isolatorschicht fu¨r die anschließend aufgebrachten Golddra¨hte zu erhalten. Auf
die Oxidschicht wurde mit optischer Lithographie der Fotolack (AZ52) struktu-
riert und darauf Ti/Pt/Au mit Schichten von 25nm/25nm/150nm aufgedampft.
Ti diente dabei als Haftvermittler und Pt als Diffusionsbarriere, da Ti leicht
mit Au legiert. Fu¨r den Lift-Off-Prozess wurde der Wafer fu¨r 12 Stunden in
Aceton gelegt. Um eine Nanostrukturierung der Dra¨hte mit der Elektronen-
strahllithographie zu erhalten wurde der Wafer mit 3 Schichten PMMA Lack
beschichtet. Die erste Schicht war ein PMMA 600K Lack. Dieser wurde bei
einer Umdrehung von 6000Upm aufgebracht und anschließend fu¨r 2 Minuten
bei 180 oC erhitzt. Die zweite Schicht war ein PMMA 200K Lack, der bei einer
Umdrehung von 6000Upm aufgebracht und anschließend fu¨r 3 Minuten bei 180
oC erhitzt wurde. Die letzte Schicht war wiederum ein PMMA 600K und wurde
bei einer Umdrehung von 6000Upm aufgebracht. Anschließend wurde dieser fu¨r
4 Minuten bei 180 oC erhitzt. Die Leiterbahnen wurden mit dem Elektronen-
strahlschreiber strukturiert und mit einem AR600.55 entwickelt. Zur Entfernung
des Entwicklers wurde der Wafer fu¨r zwei Minuten in Isopropanol gelegt. Im
Anschluss daran wurde 50 nm Gold mit einer Aufdampfrate von 0,1 nm pro
Sekunde aufgedampft. Der drei Lagen PMMA Lack erleichterte den anschlie-
ßenden Lift-Off-Prozess mit Aceton fu¨r 12 Stunden. Um eine Schutzschicht vor
dem Elektrolyten zu erhalten wurde eine PMMA Schicht aufgebracht. In diese
wurde mit dem Elektronenstrahlschreiber und oben beschriebenem Entwickler
ein Graben, in welchem die Elektrochemie zum A¨tzen der Dra¨hte stattfinden
sollte, strukturiert (vgl. Abbildung 4.6). Des weiteren wurden die Bondpads,
die zum Anbinden der Mikrochips auf den Carrier dienten, mit der Elektronen-
strahlschreiber strukturiert.
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Abbildung 4.6: Aufnahme mit dem Rasterelektronenmikroskop der Strukturierten
Golddra¨hte (links). Die PMMA Schicht war hier vor der Abbildung mit Aceton
entfernt worden. Rechts ist eine Detailansicht eines Nanodrahtes gezeigt. Zu erkennen
ist die PMMA Schicht (oben links und unten rechts in der Abbildung), in die ein
Graben ga¨tzt ist. Des weiteren erkennt man den darunter liegenden Golddraht.
Auf das PMMA wurde fu¨r diese Abbildung eine du¨nne Schicht Gold als Kontrast
aufgedampft.
Nach dem Ausschneiden der Chips aus dem Wafer wurden diese mittels eines
Fineplacers auf einem Carrier aufgebracht. Um den Elektrolyten aufzunehmen,
wurde ein Glasring auf den Carrier aufgeklebt.
4.3.7 Durchfu¨hrung der Messungen
SPM-Messungen
Alle in dieser Arbeit gezeigten STM Aufnahmen wurden im constant current
Modus erhalten.
Alle AFM Messungen wurden im ”tapping mode” mit Si-Cantilevern durch-
gefu¨hrt.
Alle SPM-Bilder sind als Aufsicht dargestellt. Dabei blickt der Betrachter senk-
recht auf die Probe. Die Grauskala wurde in jedem Bild auf 256 Stufen aufgeteilt.
Die SPM-Aufnahmen wurden noch mit einer Gla¨ttungsfunktion bearbeitet, wo-
bei jede Zeile des Bildes durch ein Polynom 2. Ordnung auf eine einheitliche
Basis gegla¨ttet wurde.
CV-Messungen
Die Schnittfla¨che entlang der (111)-Gitterrichtung des Au(111) Einkristalls wur-
de so in die Lo¨sung geha¨ngt, dass sich ein Miniskus ausbildete. Somit wurde
gewa¨hrleistet, dass sich lediglich die polierte Fla¨che in Kontakt mit der Lo¨sung
befand. Die Platindrahtgegenelektrode wurde mit dem Butangasbrenner aus-
geglu¨ht.
Um Sauerstoff auszuschliessen, wurde die Lo¨sung vor der Messung 10 Minuten
mit Argongas gespu¨lt und wa¨hrend der Lo¨sung ein Argonstrom u¨ber der Lo¨sung
aufrecht erhalten.
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QCM-Messungen
Nachdem eine konstante Temperatur in der Pufferlo¨sung erreicht wurde und
sich somit das Signal des Schwingquartzes stabilisiert hatte, wurde Cytochrom
c, gelo¨st in derselben Pufferlo¨sung, in die Messkammer gepumpt. Nach Stabili-
sierung des Signals wurde erneut mit reinem Puffer gespu¨lt.
Die Auswertung nach dem Voight-Modell erfolgte mit Hilfe der Software Q-Tools.
SPR-Messungen
Nach dem Spu¨len wurde die Probe mit einem Tropfen O¨l optisch an das Glaspris-
ma des SPR Gera¨tes angekoppelt und mit der Flu¨ssigzelle fixiert. Anschließend
wurde Phosphatpuffer mit entsprechender Ionensta¨rke zugegeben. Nachdem ei-
ne konstante Temperatur erreicht wurde und sich somit das Signal stabilisiert
hatte, wurde Cytochrom c, gelo¨st in derselben Pufferlo¨sung, in die Messkam-
mer gepumpt. Nach Stabilisierung des Signals wurde erneut mit reinem Puffer
gespu¨lt. Die experimentellen Daten wurden mit dem am Max Plank-Institut fu¨r
Polymerforschung Mainz geschriebenen Auswerteprogramm WinSpall (Version
2.10; J. Worms; 1999) untersucht.
Zur Ermittlung der Dicke der Adsorptionsschicht von Cytochrom c wurde
zuna¨chst eine Reflexionskurve der SAM in der Pufferlo¨sung gemessen und diese
an ein sieben Phasensystem mit dem Auswerteprogramm WinSpall derart ange-
passt, dass die zu fittenden Parameter des Goldsubstrates den kritischen Winkel
der Totalreflexion in der Resonanzkurve gut wiedergeben. Das Programm berech-
net die Fresnel-Koeffizienten des zu bestimmenden Schichtensystems mit einem
Rekursionsformalismus. Dabei wurden die in Tabelle 4.4 angegebenen Werte
verwendet. Bei Werten ohne Referenzangabe wurde der Wert fu¨r die Dicke aus
den theoretischen Bindungsla¨ngen abgescha¨tzt. Fu¨r die Dielektrizita¨tskonstanten
wurden Werte, die denen der anderen SAMs entsprechen, angenommen. Durch
die Kurvenanpassung an dieses System war das Substrat gut beschrieben.
Schicht Substanz Dicke in A˚ ²real ²imagina¨r
1 Prisma 0 fit 0
2 O¨l fit 1,61 (laut Hersteller) 0
3 Glas fit fit 0
4 Cr fit fit fit
5 Au fit fit fit
6 Eine der folgenden Carboxylterminierten SAMs:
MPA 5 [117] 2,12 [117] 0
4MBA 9,5 2,1 0
3MBA 9,5 2,1 0
MUA 17 [118] 2,1 [118] 0
7 Puffer 0 1,664 0
Tabelle 4.4: Aufbau des Sieben Phasensystems fu¨r den Fit an die experimentellen
Daten.
5. Ergebnisse und Diskussion
Im Verlauf des letzten Jahrzehntes fanden erste Untersuchungen zum Ladungs-
transfer von Cytochrom c an zweidimensonalen Strukturen (einkristallinen Elek-
trodenoberfla¨chen) statt [34, 119–122]. Dabei zeigte sich ein Einfluss der Ket-
tenla¨nge von carboxylterminierten SAMs auf die Kinetik von Cytochrom c.
Weiterhin konnte die Bedeutung der Oberfla¨chenrauhigkeit auf das Adsorpti-
onsverhalten gezeigt werden.
Im Hinblick auf die Charakterisierung des Ladungstransfers mit Hilfe von neuen
Techniken sollte zuna¨chst der Ladunsgtransfer an zweidimensionalen Strukturen
reproduziert werden.
Ein direkter Ladungstransfer mit einer blanken Metallelektrode ist fu¨r Redox-
proteine in Lo¨sung oft erschwert. Die Ursachen dafu¨r bestehen in einer unvor-
teilhaften Orientierung des Proteins bei der Adsorption, sowie in mo¨glicherweise
auftretenden Denaturierungen. Eine ungu¨nstige Orientierung des Proteins auf
der Elektrodenoberfla¨che kann den Ladungstransfer zwischen der Elektrode und
dem elektroaktiven Zentrum des Proteins, welches im Inneren der Polypep-
tidkette verborgen liegen kann, verhindern. Die elektronische Kopplung wird
durch einen erho¨hten Abstand zwischen Redoxzentrum und Elektrode verrin-
gert. Weiterhin kann eine starke Adsorption des Proteins zu Denaturierung
auf der Elektrodenoberfla¨che fu¨hren, was den Elektronenaustausch modifizieren
kann.
Um derartige unerwu¨nschte Pha¨nomene zu vermeiden, wird die Elektrodeno-
berfla¨che chemisch mit einem Promoter modifiziert. Der Promoter entha¨lt zwei
funktionelle Gruppen. Die Eine ermo¨glicht eine Ankopplung an die Elektrodeno-
berfla¨che, die Andere begu¨nstigt die Proteinimmobilisierung.
In dieser Arbeit wurden fu¨r die Untersuchungen an Cytochrom c als Pro-
motormoleku¨le carboxylterminierte Thiole verwendet. Die Thiolgruppe bildet
mit dem Goldsubstrat eine selbstorganisierte Monolage (SAM), wohingegen
die negativ geladenen Carboxylatgruppen unter physiologischen Bedingungen
(pH 7) die elektrostatische Anbindung von Cytochrom c begu¨nstigen. In die-
ser Arbeit wurden vier verschiedene carboxylterminierte Thiole bezu¨glich ih-
rer Eignung als Promotormoleku¨le untersucht: Mercaptoundecansa¨ure (MUA),
3-Mercaptobenzoesa¨ure (3MBA), 4-Mercaptobenzoesa¨ure (4MBA) und Mercap-
topropionsa¨ure (MPA). Somit wurden zwei aliphatische, eine kurzkettige und
eine la¨ngerkettige, sowie zwei aromatische Promotorsysteme gemessen. Bei den
aromatischen Systemen wurde die 4MBA gewa¨hlt, da diese ein komplett deloka-
lisiertes pi-System durch die para-Stellung der funktionellen Gruppen aufweist,
wohingegen fu¨r die 3MBA aufgrund der meta-Stellung keine vollsta¨ndige Delo-
kalisation mo¨glich ist.
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Zuna¨chst sollte der strukturelle Aufbau des supramolekularen Systems (Protein-
Thiolmonolage-Au-Elektrode) charakterisiert werden. Dazu wurden SPM, QCM
und SPR Messungen durchgefu¨hrt. Anschließend wurde der Ladungstransfer
von Cytochrom c an zweidimensionalen einkristallinen, chemisch modifizierten
Goldoberfla¨chen mit Hilfe der Zyklovoltammetrie reproduziert, um anschließend
mit der Rastertunnelmikroskopie und einem innovativen Ansatz u¨ber Goldna-
noelektroden zu niedrigeren Dimensionen u¨berzugehen.
5.1 Morphologie des Schichtsystems
5.1.1 Morphologie der SAMs
In Kapitel 2.2 wurden bereits Grundlagen zu SAMs von Thiolen auf Gold darge-
stellt. Fu¨r diese Arbeit sollten carboxylterminierte Thiole als Promotoren fu¨r den
Ladungstransfer von Cytochrom c fungieren. Diese ermo¨glichen eine elektrosta-
tische Anbindung u¨ber die Lysingruppen des Cytochrom c. Eine Modifizierung
der Aminosa¨uresequenz mit einer Cysteingruppe, die eine Anbindung an die
Goldoberfla¨che ermo¨glicht, ist demnach nicht notwendig. Weiterhin wu¨rde eine
kovalente Bindung das Risiko einer Denaturierung bergen.
Deshalb wurden die Morphologie von carboxylterminierten SAMs und Faktoren,
die einen Einfluss auf die Ausbildung einer Monolage haben ko¨nnten, untersucht.
Als Einflussfaktoren wurde zuna¨chst die Temperatur und anschließend die Ad-
sorptionszeit untersucht. Als Moleku¨le wurden MPA und MUA gewa¨hlt. Diese
sollten sich aufgrund ihrer verschiedenen Kettenla¨ngen in ihrer Transferkinetik
unterscheiden, da der Abstand zur Elektrodenoberfla¨che variiert. Die Kenntnis
der SAM Morphologie liefert eine wichtige Grundlage zur Charakterisierung des
Schichtsystems aus Protein-Thiolmonolage-Au-Elektrode.
Einfluß der Temperatur auf die Morphologie der SAMs am Beispiel
von MPA
Mit dem EC-STM wurde die Temperaturabha¨ngigkeit der Selbstorganisation
einer Monolage untersucht. Zusa¨tzlich wurde die Methode dazu verwendet, die
Oberfla¨che, die zur Immobilisierung der Proteine diente, zu charakterisieren.
Hierzu wurde als carboxylterminiertes Thiol zur Ausbildung der SAM Mercap-
topropionsa¨ure (MPA) verwendet. Aufgrund der kurzen Kettenla¨nge sollte sich
MPA im Rastertunnelexperiment besonders gut abbilden lassen.
Die topografische Aufnahme der bei Raumtemperatur assemblierten MPA Mo-
noschicht1 zeigt, daß die Oberfla¨che aus geordneten Doma¨nen besteht, die von
Lo¨chern (Leerstelleninseln) durchzogen sind (vgl. Abbildung 5.1).
1Gemessen wurde die SAM von MPA in 50 mM HClO4 auf einem Au(111)-Kristall.
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Abbildung 5.1: EC-STM Aufnahme von MPA auf Au(111). Die MPA SAM selbst-
organisierte bei einer Temperatur von 296 K. Der Tunnelstrom betrug 50 pA. Das
Potential der Probe betrug 499 mV. An der Wolframspitze wurde ein Potential von
-47 mV angelegt. Ein Platindraht diente als Quasireferenzelektrode. Die Potentiale
sind gegen SCE angegeben. Als Elektrolyt wurde 50 mM HClO4 verwendet. Der
Bildausschnitt betra¨gt 100 nm × 100 nm (links) bzw. 50 nm × 50 nm (rechts). Die
z-Skala ist durch Graustufen dargestellt. Das Maximum (weiß) entspricht 0,5 nm.
Bei einer Profil-Analyse der Lo¨cher ergab sich eine Tiefe von 240 pm, was der
monoatomaren Stufenho¨he2 der Au(111) Terassen entspricht. Sie wiesen eine
durchschnittliche Gro¨ße von 1 nm bis 5 nm auf und waren 5 nm bis 15 nm
voneinander entfernt. Eine genauere Untersuchung der Lo¨cher zeigte ebenfalls
MPA-Moleku¨le innerhalb der Lo¨cher. Derartige Lo¨cher werden gewo¨hnlich auch
bei methylterminierten Alkanthiolen beobachtet und ko¨nnen der Komprimierung
der Goldatome bei der Thioladsorption zugeschrieben werden [123–129].
Die Doma¨nen der Moleku¨le hatten eine durchschnittliche Gro¨ße von 5 nm bis 30
nm. Strukturgleiche Doma¨nen traten jeweils um einen 120o Winkel zueinander
gedreht auf, was der dreiza¨hligen Symmetrie der unterliegenden Au(111) Schicht
entsprach.
Wurde die Temperatur wa¨hrend der Adsorption der MPA-Moleku¨le auf 329 K
(56oC) erho¨ht, trat eine Reifung der Leerstelleninseln auf. Die absolute Zahl der
Lo¨cher nahm mit einem Abstand von etwa 60 nm deutlich ab. Die durchschnittli-
che Gro¨ße betrug etwa 30 nm (vgl. Abbildung 5.2). Durch eine Bildbearbeitung
mit Schwellenwertbestimmung konnte die Fla¨che der drei in der Abbildung
dargestellten Leerstelleninseln berechnet werden. Diese ergab sich zu 22% der
Gesamtfla¨che. Fu¨r denselben Bildausschnitt ergab sich fu¨r die Adsorption bei
Raumtemperatur aus Abbildung 5.1 ein Anteil von 12% fu¨r die Fla¨che der 104
kleineren Leerstelleninseln, was in etwa dieselbe Fla¨che abdeckte.
2Gitterkonstante von Au(111) a = 289 pm
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Abbildung 5.2: EC-STM Aufnahme von MPA auf Au(111). Die SAM selbstorganisierte
bei einer Temperatur von 329 K. Der Tunnelstrom betrug 50 pA. Das Potential
der Probe betrug 499 mV. An der Wolframspitze wurde ein Potential von 48 mV
angelegt. Ein Platindraht diente als Quasireferenzelektrode. Die Potentiale sind gegen
SCE angegeben. Als Elektrolyt wurde 50 mM HClO4 verwendet. Der Bildausschnitt
betra¨gt 100 nm × 100 nm. Die z-Skala ist durch Graustufen dargestellt. Das Maximum
(weiß) entspricht 0,5 nm (rechts) und 2 nm (links). Mit Ho¨henprofil entlang der
Linie. Die Pfeile zeigen den Messort im EC-STM Bild. Die linke Aufnahme wurde
nicht gegla¨ttet und la¨sst gut die Strukturierung auch innerhalb der Leerstelleninseln
erkennen.
Bei einer Adsorptionstemperatur von 359 K (86oC) waren die Lo¨cher vollsta¨ndig
ausgeheilt (vgl. Abbildung 5.3).
Das Ausheilen der monoatomaren Lo¨cher in Abha¨ngigkeit der Temperatur wur-
de auch von Qiang [130] fu¨r Decanthiol im Ultrahochvakuum festgestellt. Es
kann angenommen werden, dass bei Raumtemperatur eine kinetische Hemmung
vorliegt, so dass die thermodynamisch stabilere SAM ohne Leerstelleninseln erst
bei ho¨heren Temperaturen erreicht werden kann. Fu¨r die Selbstdiffusion eines
Adatoms auf der (111)-Fla¨che beschreibt Dakkouri [131] einen zweidimensionalen
Hu¨pf-Mechanismus. Das Adatom diffundiert auf dem Substrat zwischen den zwei
verschiedenen3, benachbarten, dreifach koordinierten Adsorptionspla¨tzen u¨ber ei-
ne Bru¨ckenposition (zweifach koordinierter Adsorptionsplatz). Der Unterschied
in den Bindungsenergien zwischen dem dreifach koordiniertem Adsorptionsplatz
und demjenigen in den Bru¨ckenpositionen ist relativ gering, die Diffusionsbar-
riere dementsprechend klein. Mit den adsorbierten Moleku¨len der SAM erha¨lt
3hcp- und fcc-Adsorptionsplatz
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man eine zusa¨tzliche Diffusionsbarriere. Die Bindungenergie des Adatoms nimmt
zwar aufgrund der starken Schwefel-Gold Bindung ab, die Mobilita¨t wu¨rde sich
somit erho¨hen. Jedoch kommt es aufgrund der Alkylketten zu einer sterischen
Hinderung. Die Mobilita¨t ist bei Raumtemperatur stark eingeschra¨nkt, die Aus-
bildung einer kompletten Monolage ist kinetisch gehemmt.
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Abbildung 5.3: EC-STM Aufnahme von MPA auf Au(111). Die SAM selbstorganisierte
bei einer Temperatur von 359K. Der Tunnelstrom betrug 60 pA. Das Potential der
Probe betrug 499 mV. An der Wolframspitze wurde ein Potential von -47,5 mV
angelegt. Ein Platindraht diente als Quasireferenzelektrode. Die Potentiale sind gegen
SCE angegeben. Als Elektrolyt wurde 50mM HClO4 verwendet. Der Bildausschnitt
betra¨gt 100 nm × 100 nm (links) bzw. 50 nm × 50 nm (rechts). Die z-Skala ist
durch Graustufen dargestellt. Das Maximum (weiß) entspricht 0,5 nm.
Fu¨r Alkanthiole auf Au(111) und anderen Metall(111)-Oberfla¨chen sind unter-
schiedliche Strukturen in Abha¨ngigkeit der Bedeckung bekannt [132, 133]. Fu¨r
geringe Bedeckung wird gewo¨hnlich eine gestreifte (p x
√
3) Struktur von auf
der Oberfla¨che liegenden Moleku¨len gefunden [123, 134–136]. Bei ho¨heren Be-
deckungen wird eine (
√
3 x
√
3) Struktur mit aufrecht stehenden Moleku¨len
beobachtet [133, 137, 138]. Fu¨r die MPA SAM wurden ebenfalls zwei unter-
schiedliche Strukturen gefunden, wie hochaufgelo¨ste STM Aufnahmen zeigen
(vgl. Abbildung 5.4).
Auch Petri et al. [139] beschreiben fu¨r MPA eine Struktura¨nderung in Abha¨ngig-
keit von der Bedeckung. Bei geringer Bedeckung wird hier eine (p x
√
3) Struktur
nachgewiesen. Bei ho¨heren Bedeckungen durch Erho¨hung der Konzentration wird
hingegen eine Struktur bestehend aus zwei Einheitszellen, (2
√
3 x
√
7) und (2
√
3
x 4) gezeigt. Eine weitere Erho¨hung der Konzentration fu¨hrt zur Ausbildung von
Multilagen. Diese Untersuchungen wurden in einer schwefelsauren MPA Lo¨sung
durchgefu¨hrt, so dass die Bildung der SAM direkt beobachtet werden konnte.
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Abbildung 5.4: Hochaufgelo¨ste EC-STM Aufnahmen von MPA auf Au(111). Die SAM
selbstorganisierte bei einer Temperatur von 359 K. Der Tunnelstrom betrug 60 pA.
Das Potential der Probe betrug 499 mV, an der Wolframspitze wurde ein Potential von
-47,5 mV angelegt. Als Elektrolyt wurde 50 mM HClO4 verwendet. Ein Platindraht
diente als Quasireferenzelektrode. Die Potentiale sind gegen SCE angegeben. Der
Bildausschnitt betra¨gt jeweils 10 nm × 10 nm. Die z-Skala ist durch Graustufen
dargestellt. Das Maximum (weiß) entspricht 0,3 nm. Unter den Aufnahmen ist jeweils
ein Schema der jeweiligen Struktur mit eingezeichneter Einheitszelle gezeigt. Links:
rhombische (3 x 3) Struktur. Rechts: (p x
√
3) Struktur.
Sawaguchi et al [140,141] zeigen hochaufgelo¨ste STM Aufnahmen von MPA auf
Au(111) mit einer rhombischen (3 x 3) Struktur, wobei jedem MPA Moleku¨l
zwei Punkte entsprechend der Carboxylfunktionalita¨t zugeordnet wurden. Die
in dieser Arbeit beobachteten Strukturen entsprechen der (p x
√
3) Struktur
und der von Sawaguchi gezeigten rhombischen (3 x 3) Struktur. Die beiden von
Petri gezeigten Strukturen bildeten sich in Anwesenheit von MPA-Moleku¨len in
der Elektrolytlo¨sung. Die Struktur von Sawaguchi wurde durch eine Ultraschall-
behandlung wa¨hrend des Spu¨lvorgangs nach Ausbilden der MPA erhalten. In
dieser Arbeit wurde die Probe, wie bei Sawaguchi, im saurem Medium gemessen,
jedoch keiner Ultraschallbehandlung unterzogen.
Die Anwesenheit der von Sawaguchi gezeigten (3 x 3) Struktur und der fu¨r
niedrige Bedeckung von Petri gezeigten (p x
√
3) Struktur im saurem Medi-
um ohne die Anwesenheit von weiteren MPA Moleku¨len zeigt, dass die beiden
Strukturen gleichberechtigt nebeneinander auftreten ko¨nnen. Es bleibt Gegen-
stand weiterer Untersuchungen, unter welchen Bedingungen die eine Struktur
gegenu¨ber der Anderen begu¨nstigt wird. Die Oberfla¨chensa¨urekonstante pKa
wurde durch mehrere Methoden auf Werte um 6 bestimmt [142–144]. Somit
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kann eine vollsta¨ndige Protonierung der terminalen Carboxylgruppen im schwe-
felsaurem Medium angenommen werden. Die Struktura¨nderungen beruhen wahr-
scheinlich nicht auf einer A¨nderung des Protonierungsgrades. Auch Multilagen
ko¨nnen ausgeschlossen werden, die sich erst mit einer ho¨heren Konzentration
an MPA in der Elektrolytlo¨sung ausbilden [139]. Des Weiteren bildeten Giz et
al. [136] die MPA Monolage in einem Phosphatpuffer (pH 7) mit dem STM ab
und fanden hier lediglich die (p x
√
3) Struktur.
Morphologie der SAM von MUA
Im vorangegangenem Kapitel wurde der Temperatureffekt und die Morphologie
einer SAM von MPA dargestellt. Mercaptoundecansa¨ure (MUA) sollte aufgrund
der la¨ngeren Kettenla¨nge einen la¨ngeren Ladungstransferweg aufweisen. Aus
diesem Grund soll die Morphologie der MUA betrachtet werden.
Bei den EC-STM Experimenten konnte eine Zeitabha¨ngigkeit fu¨r die Ausbildung
der SAM von MUA gefunden werden. Abbildungen 5.6 und 5.5 zeigen EC-STM
Aufnahmen von MUA auf Au(111). Gemessen wurde dabei in 50 mM HClO4.
14nm
Abbildung 5.5: EC-STM Aufnahme von MUA auf Au(111). Die Adsorbtionszeit der
SAM betrug 3 h. Der Tunnelstrom betrug 200 pA. Das Potential der Probe betrug 250
mV. An der Wolframspitze wurde ein Potential von 20 mV angelegt. Ein Platindraht
diente als Quasireferenzelektrode. Die Potentiale sind gegen SCE angegeben. Als
Elektrolyt wurde 50mM HClO4 verwendet. Der Bildausschnitt betra¨gt 70 nm × 70
nm. Die z-Skala ist durch Graustufen dargestellt. Das Maximum (weiß) entspricht 1
nm.
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Abbildung 5.6: EC-STM Aufnahme von MUA auf Au(111). Die Adsorbtionszeit
der SAM betrug 24 h. Der Tunnelstrom betrug 70 pA. Das Potential der Probe
betrug 210 mV. An der Wolframspitze wurde ein Potential von -20 mV angelegt.
Ein Platindraht diente als Quasireferenzelektrode. Die Potentiale sind gegen SCE
angegeben. Als Elektrolyt wurde 50mM HClO4 verwendet. Links: Der Bildausschnitt
betra¨gt 50 nm × 50 nm mit einer Ho¨henskalierung in Graustufen. Das Maximum
(weiß) entspricht 1,1 nm; Rechts: Der Bildausschnitt betra¨gt 20 nm × 20 nm mit
einer Ho¨henskalierung von 0,8 nm.
Fu¨r eine kurze Adsorptionszeit von 3 h der MUA auf Au(111) waren keine
geordneten Adsorbatstrukturen erkennbar. Vermutlich war das Adsorbat unge-
ordnet, die langen Alkylketten konnten sich noch nicht ausrichten. Bei beiden
Adsorptionszeiten zeigten die Aufnahmen scharfe Kanten fu¨r die Leerstellen-
inseln, was eine gute Abbildung belegt. Weiterhin sind keine Anzeichen fu¨r
eine zweifache Abbildung einer Erhebung erkennbar, was fu¨r eine scharfe Spitze
spricht (keine Doppelspitze oder Verschmutzung der Spitze). Fu¨r eine Adsorpti-
onszeit von 24 Stunden hingegen sind deutlich Doma¨nen mit um 120o gedrehten
Strukturen erkennbar. Die Alkylketten ordnen sich und es ergibt sich die be-
kannte (p x
√
3) Struktur. Es zeigt sich eine deutliche Zeitabha¨ngigkeit fu¨r
die Selbstorganisation. Fu¨r eine kurze Assemblierungszeit waren die Alkylreste
der Mercaptoundecansa¨ure ungeordnet. Diese bilden nach 24 h eine geordnete
Struktur aus.
Wie in Kapitel 2.2 beschrieben wird fu¨r die Bildung der SAM ein zweistufiger
Mechanismus vorgeschlagen [17,145]. Ein schneller Schritt fu¨r die Chemisorption
der Thiole und ein langsamer fu¨r die Ordnung der Alkylreste. Stand des Wissens
fußt jedoch lediglich auf elektrochemische Untersuchungen. Erstmals konnte ein
Beweis der Ordnung durch EC-STM Aufnahmen besta¨tigt werden. Es wurden
bereits STM Aufnahmen unter Umgebungsbedingung von einer gemischten Mo-
nolage aus einem Alkanthiol und MUA [146,147] gezeigt. Die Autoren konnten
allerdings keine scharfe Abbildung fu¨r das carboxylterminierte Thiol zeigen. Als
Ursache fu¨r die schwere Abbildbarkeit beschreiben die Autoren die Mo¨glichkeit
einer starke Wechselwirkung der Carboxylgruppen mit dem Wasser des an der
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Oberfla¨che entstandenen Feuchtigkeitsfilmes. Das Wasser wird dabei durch die
STM Spitze modifiziert, wodurch es zu einer unscharfen Abbildung kommt. Die-
ser Effekt einer unscharfen Abbildung durch einen Feuchtigkeitsfilm wurde auch
fu¨r ω-Hydroxyl-Alkanthiole beschrieben [148,149]. Fu¨r die EC-STM Aufnahme
der MUA in dieser Arbeit konnte die Wechselwirkung des Spitzenpotentials mit
dem gebundenen Wasser des Elektrolyten durch die Wahl eines kleinen Stromes
und einer großen Spannung zwischen Spitze und Probe klein gehalten werden, da
durch den kleinen Strom und die große Spannung ein großer Abstand zwischen
Spitze und Probe erreicht wird.
Somit konnte durch EC-STM Untersuchungen eine starke Zeitabha¨ngigkeit fu¨r
die Ausbildung einer geordneten Struktur von Mercaptoundecansa¨ure (MUA)
gezeigt werden.
Charakterisierung der SAMs mit Hilfe der Zyklovoltammetrie
Mit Hilfe der Zyklovoltammetrie sollte gezeigt werden, dass an den mit SAMs
modifizierten Goldoberfla¨chen lediglich ein kapazitiver Ladestrom auftritt und
somit keine Umladungs- oder Faradayprozesse stattfinden. Ist in der Elektro-
lytlo¨sung im untersuchten Spannungsbereich keine reduzierbare oder oxidierbare
Substanz enthalten, so treten lediglich Nicht-Faradayprozesse auf. Nimmt die
Elektrode dabei jede aufgepra¨gte Spannung an, ohne dass ein Strom fließt, so
ist diese ideal polarisiert. Dies ist fu¨r die Charakterisierung des Ladungstrans-
fers von Cytochrom c erwu¨nscht, da somit eine Stroma¨nderung lediglich dem
Protein zugeschrieben werden kann. Weiterhin sollte der kapazitive Ladestrom
mo¨glichst gering sein, um somit den unerwu¨nschten Hintergrundstrom niedrig
zu halten.
Abbildung 5.7 zeigt die Zyklovoltammogramme von Mercaptopropionsa¨ure (MPA),
Mercaptoundecansa¨ure (MUA), 3-Mercaptobenzoesa¨ure (3MBA) und 4-Mercapto-
benzoesa¨ure (4MBA). Die SAM von MPA zeigt hier einen deutlichen Strompeak
bei einem Potential von 60 mV. Dieser Strompeak fu¨r die SAM von MPA wur-
de auch von Jiang [150] gefunden und weist eine pH-Abha¨ngigkeit auf (ca. 50
mV/Dekade). Offensichtlich kommt es zu einer feldinduzierten Protonierungs- /
Deprotonierungsreaktion. Auch durch IR-Messungen4 wird eine Potentialindu-
zierte Deprotonierung der Carboxylgruppe einer MPA SAM besta¨tigt [151]. Die
genaue Ursache fu¨r diese starke Abha¨ngigkeit der Protolyse von dem angelegten
elektrischen Feld ist noch ungekla¨rt und bleibt Gegenstand weiterer Forschung.
Weiterhin ist ab einem Potential von 150 mV ein starker Stromanstieg zu be-
obachten. Die zyklovoltammetrischen Messungen zeigen demnach, dass eine mit
MPA modifizierte Goldelektrode nicht ideal polarisiert ist. Zur Charakterisie-
rung des Ladungstransfers eines darauf adsorbierten Proteins ist diese SAM
ungeeignet.
4IR:Infrarot
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Abbildung 5.7: Zyklovoltammogramme von verschiedenen SAMs. Elektrolyt war Phos-
phatpuffer (I = 5,78 mM). Ein Platindraht diente als Gegenelektrode. SCE wurde
als Referenzelectrode verwendet. Potentialvorschubgeschwindigkeit v = 50 mV/s.
Die SAMs von MUA, 3MBA und 4 MBA zeigen hingegen lediglich einen kapazi-
tiven Ladestrom. Die kapazitive Ladestromdichte ikap ist bei gleicher Potential-
vorschubgeschwindigkeit v von 50 mV/s aufgrund der gro¨ßeren Kettenla¨nge der
MUA SAM mit einem Wert von 0,2 µA/cm2 erwartungsgema¨ß kleiner als fu¨r die
3MBA und die 4MBA SAM, die aufgrund ihrer vergleichbaren Gro¨ße beide eine
Ladestromdichte von 0,4 µA/cm2 aufweisen. Daraus lassen sich die Kapazita¨t
pro Fla¨cheneinheit C/A = ikap/v des Einkristalls berechnen (vgl. Tabelle 5.2.
Damit kann auch die Dicke der SAMs mit Kenntnis der Dielektrizita¨tskonstante
abgescha¨tzt werden. Fu¨r die Dielektrizita¨tskonstante wurde ein Wert von 2,1
angenommen [117,118].
Gro¨ße 4MBA 3MBA MUA
i in µA/cm2 0,4 0,4 0,2
C/A in µF/cm2 8 8 4
d in A˚ 2,3 2,3 4,6
Tabelle 5.2: Aus den elektrochemischen Daten abgescha¨tzte Dicken der SAMs.
Fu¨r die drei SAMs konnte keine feldinduzierte Protolyse, wie sie fu¨r die MPA
auftrat, festgestellt werden. Die sehr kurze Kettenla¨nge der MPA scheint aus-
schlaggebend fu¨r diese Beobachtung zu sein.
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Die SAMs von MUA, 3MBA und 4MBA sind alle im untersuchten Potentialbe-
reich ideal polarisiert und sollten daher geeignet sein, den Ladungstransfer von
Cytochrom c zu untersuchen. Weiterhin scheint die SAM von MUA aufgrund
des kleineren Hintergrundstroms am Vielversprechensten zur Charakterisierung
des Ladungstransfers.
5.1.2 Oberfla¨chenbeschaffenheit von adsorbiertem Cytochrom c
Im vorangegangenen Kapitel wurde die Morphologie der SAM charakterisiert.
Dieses Kapitel soll zeigen, dass das Protein auf der Oberfla¨che immobilisiert
werden konnte und die Oberfla¨chenbeschaffenheit des Protein-Thiolmonolage-
Au-Schichtsystems beschreiben. Dazu wurde das System zuna¨chst mit integrati-
ven oberfla¨chensensitiven Methoden untersucht, bei denen lediglich u¨ber gro¨ßere
Oberfla¨chenbereiche gemittelt wird. Anschließend sollten mit dem AFM orts-
aufgelo¨ste strukturelle Informationen erhalten werden.
Immobilisierung von Cytochrom c
QCM Messungen5 zeigen nach Zugabe einer Cytochrom c Lo¨sung und anschlie-
ßendem Spu¨len auf einem Schwingquartz, auf dessen Goldbeschichtung eine
Monolage von Mercaptoundecansa¨ure (MUA) selbstorganisierte, eine deutliche
Frequenzverschiebung (vgl. Abbildung 5.8). Die kleinen Satelllitenpeaks in den
Graphen sind durch ein Spu¨len mit Lo¨sung verursacht. Nach der Sauerbrey
Gleichung 3.1 wu¨rde sich eine Schichtdicke von 5 nm ergeben. Der Massen-
unterschied nach Adsorption wurde nach Sauerbrey zu 460 ng/cm2 berechnet.
Die Frequenzabnahme spricht fu¨r eine Adsorption. Da sich die Frequenz nach
Spu¨len mit Pufferlo¨sung nicht weiter vera¨ndert, kann von einer Immobilisierung
des Proteins ausgegangen werden.
5Gemessen wurde bei 5 MHz, wobei die dritten (15 MHz), die fu¨nften (25 MHz) und die
siebten (35 MHz) Oberto¨ne ebenfalls gemessen wurden. Aufgezeigt werden nur die Oberto¨ne,
da der Grundton der Schwingung eher am Kristallrand angesiedelt ist und so Verfa¨lschungen
auftreten ko¨nnen.
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Abbildung 5.8: QCM Messung der Adsorption von Cytochrom c. Als Substrat fu¨r
die Adsorbtion wurden goldbeschichtete Schwingquarze mit einer SAM von MUA
verwendet. Gemessen wurde in Phospahtpuffer (vgl. Kapitel 4.3.4). Fu¨r die Fre-
quenzverschiebung bei Adsorption sind die 3.,5. und 7. Oberto¨ne gezeigt.
Einen weiteren Hinweis auf eine Immobilisierung von Cytochrom c liefert die
Oberfla¨chenplasmonenresonanz (SPR). Eine Adsorption von Cytochrom c sollte
zu einer Verschiebung des Resonanzwinkels fu¨hren. Diese A¨nderung ist proportio-
nal zur Menge des adsorbierten Proteins. Fu¨r alle SAMs wurde eine Verschiebung
des Resonanzwinkels gefunden.
Die Bestimmung der optischen Dicken aus der A¨nderung des Resonanzwinkels
setzt die Kenntnis der Dielektrizita¨tskonstanten des Substrates voraus.
Als Werte fu¨r die Dielektrizita¨tskonstanten wurden, wie in Kapitel 4.3.7 be-
schrieben, die Werte der SAM aus der Literatur entnommen oder theoretisch
abgescha¨tzt. Fu¨r das Goldsubstrat wurden die Werte aus dem Fit an den kri-
tischen Winkel der Totalreflexion aus der Reflexionskurve vor Adsorption von
Cytochrom c verwendet.
Nach der Adsorption von Cytochrom c und dem Spu¨len mit Puffer wurde er-
neut eine Reflexionskurve im Puffer aufgenommen. Dem sieben Phasensystem
in Tabelle 4.4 Kapitel 4.3.7 wird eine achte Phase von adsorbierten Cytochrom
c zwischen der SAM und dem Puffer eingefu¨gt. Fu¨r die Dielektrizita¨tskonstante
von Cytochrom c wurde ein Wert von 2,25 angenommen [152]. Die anderen
Parameter werden konstant gehalten. Durch Variation der Dicke der Protein-
schicht la¨sst sich eine sehr gute U¨bereinstimmung der theoretisch berechneten
Kurve mit der gemessenen Reflexionskurve erreichen.
Mit diesem Verfahren ergeben sich aus der Verschiebung des Resonanzwinkels
die optischen Dicken von Cytochrom c. Abbildung 5.9 zeigt Resonanzkurven
fu¨r die Adsorption von Cytochrom c auf einer SAM von MUA. Fu¨r die an-
deren SAMs ergeben sich sehr a¨hnliche Kurvenverla¨ufe. Die daraus erhaltenen
Winkelverschiebungen und berechneten optischen Dicken sind in Tabelle 5.4
angegeben.
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Abbildung 5.9: Resonanzkurven vor und nach Adsorption von Cytochrom c auf einer
MUA SAM. Der theoretisch berechnete Kurvenverlauf fu¨r die Resonanzkurve ist mit
angegeben. Die rechte Seite zeigt jeweils eine Detailansicht.
MPA 4MBA 3MBA MUA
Resonanzwinkela¨nderung in o 0,27 0,27 0,27 0,29
optische Dicken in A˚ 14 14 14 16
Tabelle 5.4: Verschiebung des Resonanzwinkels und daraus berechnete optische Dicken
des adsorbierten Cytochrom c in Abha¨ngigkeit der SAMs.
Auch die SPR Messungen zeigen eine Immobilisierung von Cytochrom c auf den
carboxylterminierten Thiol SAMs. Die hier gefundenen Schichtdicken sind mit
14 bis 16 A˚ kleiner als die fu¨r die QCM-Messung gefundene Dicke von 50 A˚.
Fu¨r die Berechnung der Schichtdicke wurde fu¨r die QCM-Messungen allerdings
die Sauerbreygleichung verwendet. Diese ist jedoch nur fu¨r starre Filme gu¨ltig.
Im noch folgendem Kapitel 5.1.2 zeigt sich aus QCM-D Messungen ein sehr
viskoelastischer Film. Als eine mo¨gliche Ursache kann eine sehr wasserhaltige
Proteinschicht angenommen werden. Auch ist die Schichtdicke geringer als die
Gro¨ße eines Moleku¨ls des globula¨ren Cytochrom c Proteins mit einem Durch-
messer von 34 A˚. Dies la¨sst sich damit erkla¨ren, dass diese Methoden u¨ber einen
gro¨ßeren Bereich integrieren und somit eine Submonolage angenommen werden
kann.
AFM Aufnahmen von immobilisiertem Cytochrom c
AFM-Messungen bieten sich an, um topographische Informationen der Ober-
fla¨che von adsorbiertem Cytochrom c zu erhalten. Weiterhin kann somit die
Immobilisierung von Cytochrom c ortsaufgelo¨st gezeigt werden. Die Abbildun-
gen 5.10, 5.11, 5.12 und 5.13 zeigen AFM Aufnahmen von MUA, MPA, 3MBA
und 4MBA auf Au, sowie die Aufnahmen von darauf adsorbiertem Cytochrom
c. Substrat fu¨r die Selbstorganisation waren Siliziumwafer, auf die 5 nm Chrom
zur Haftvermittlung und 50 nm Gold aufgesputtert wurde.
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Abbildung 5.10: AFM Aufnahmen von MUA auf Au (links) und darauf adsorbierten
Cytochrom c (rechts). Mit Ho¨henprofil entlang der Linie. Die Pfeile zeigen den Messort
im AFM Bild. Die Messung erfolgte unter Umgebungsbedingung. Die z-Skala ist durch
Graustufen dargestellt. Das Maximum (weiß) entspricht 9,5 nm.
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Abbildung 5.11: AFM Aufnahmen von MPA auf Au (links) und darauf adsorbierten
Cytochrom c (rechts). Mit Ho¨henprofil entlang der Linie. Die Pfeile zeigen den Messort
im AFM Bild. Die Messung erfolgte unter Umgebungsbedingung. Die z-Skala ist durch
Graustufen dargestellt. Das Maximum (weiß) entspricht 9,5 nm.
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Abbildung 5.12: AFM Aufnahmen von 3MBA auf Au (links) und darauf adsorbierten
Cytochrom c (rechts). Mit Ho¨henprofil entlang der Linie. Die Pfeile zeigen den Messort
im AFM Bild. Die Messung erfolgte unter Umgebungsbedingung. Die z-Skala ist durch
Graustufen dargestellt. Das Maximum (weiß) entspricht jeweils 9,5 nm.
0,98 nm
200nm
3,4 nm
200nm
39 nm
Abbildung 5.13: AFM Aufnahmen von 4MBA auf Au (links) und darauf adsorbierten
Cytochrom c (rechts). Mit Ho¨henprofil entlang der Linie. Die Pfeile zeigen den Messort
im AFM Bild. Die Messung erfolgte unter Umgebungsbedingung. Die z-Skala ist durch
Graustufen dargestellt. Das Maximum (weiß) entspricht jeweils 9,5 nm.
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Fu¨r die SAMs erkennt man eine homogene Verteilung. Die Ho¨henmodulation
in der Gro¨ßenordnung von maximal 2,5 nm beruht auf der Korrugation der
Substratoberfla¨che, die durch das Aufsputter aus Goldinseln besteht. Nach Ad-
sorption von Cytochrom c versta¨rken sich die Ho¨henunterschiede deutlich. Die
AFM Aufnahmen zeigen isotrop verteilte Erho¨hungen. Die Ho¨he entspricht da-
bei mit 3 bis 4 nm dem Durchmesser von Cytochrom c (3,4 nm). Cytochrom
c Moleku¨le waren entsprechend den SPR und QCM Daten auf den SAMs ad-
sorbiert. Die Ho¨henprofile zeigen vor der Adsorption von Cytochrom c einen
Ho¨henunterschied von 1 bis 2,5 nm. Nach Adsorption des Proteins ergibt sich
eine Ho¨henvariation von 3,5 bis 3,9 nm. Bei MPA, 3MBA und 4MBA sind
auch gro¨ßere Erho¨hungen erkennbar, die mo¨glicherweise auf eine geringe 3 di-
mensionale Aggregation hindeuten. Bei MUA hingegen liegt eine nahezu 100
% homogene Verteilung mit einer relativ einheitlichen Monolage vor. In den
AFM Aufnahmen sind die einzelnen Proteine als zufa¨llig verteilte Erho¨hungen
erkennbar. Die laterale Ausdehnung entspricht jedoch 30 bis 40 nm, was we-
sentlich gro¨ßer ist als die Dimension des untersuchten Proteins. Eine mo¨gliche
Erkla¨rung ist die beim AFM bekannte Spitzenverbreiterung. Die Verbreiterung
x aufgrund der finiten Spitzenausdehnung betra¨gt x =
√
4Rr (vgl. Abbildung
5.14).
R-r
rR
R+r
x
Spitze
Substrat
Abbildung 5.14: Schema zur Erkla¨rung fu¨r das Auftreten der Spitzenverbreiterung
aufgrund der finiten Ausdehnung der Spitze. Die Spitze hat dabei den Radius R
das Adsorbat den Radius r. Die gestrichelte Kurve zeigt das gemessene Bild. Die
Spitzenverbreiterung x ergibt sich u¨ber das rechtwinklige Dreieck nach dem Satz von
Pythagoras zu x =
√
(R+ r)2 − (R− r)2 = √4Rr.
Damit ergibt sich mit einem nominellen Spitzenradius von 30 bis 50 nm in gu-
ter U¨bereinstimmung der fu¨r das Protein gemessene verbreiterte Durchmesser
von 30 bis 40 nm. Allerdings betra¨gt der spezifizierte Spitzenradius der gekauf-
ten Si-Spitzen 10 nm. Eine alternative Interpretation liegt in der Annahme,
dass sich die Proteine zu kleineren Doma¨nen zusammenlagern. Die Ho¨he in der
Gro¨ßenordnung von einem Protein spricht fu¨r eine Monolage. Die Berechnung
der Oberfla¨chenbedeckung ist aufgrund der Spitzenverbreiterung nicht mo¨glich.
Das Ho¨henprofil la¨sst jedoch eine Submonolagenbedeckung erkennen. Dies ist
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konsistent mit den aus den SPR-Messungen gewonnene Erkenntnissen.
Lokale Strukturierung von Cytochrom c durch Mikrokontaktstempeln
Da die Berechnung der Oberfla¨chenbedeckung aufgrund der Spitzenverbreiterung
nicht mo¨glich war, sollte das Protein auf eine SAM mit Hilfe eines Mikrostempels
gedruckt werden. Somit ha¨tte man einen weiteren Nachweis fu¨r die Adsorption
von Cytochrom c auf den SAMs . Eine gute Adsorption sollte einen deutlichen
Ho¨henunterschied in der AFM Aufnahme zwischen Bereichen mit Protein und
solchen ohne zeigen. Zudem ha¨tte man eine Mo¨glichkeit zur lokalen Strukturie-
rung von Cytochrom c auf den SAMs. Das Mikrostempeln von Proteinen ist
unter anderen von Bernhard [153] intensiv untersucht worden. Das Verfahren
beruht auf einer lokalen Adressierung von chemischen Gradienten auf der Ober-
fla¨che und ist an konventionelle Druckverfahren angelehnt. Der Stempel weist
dabei µm und nm große Strukturen auf und nimmt vor dem Drucken von einem
Stempelkissen Proteine auf, die dann auf das Substrat u¨bertragen werden. Das
Stempelkissen aus PDMS wurde hierfu¨r fu¨r einige Stunden in eine Cytochrom c
Lo¨sung gelegt. Anschließend wurde das Stempelkissen aus der Lo¨sung entfernt
und vor dem Stempeln mit Argon getrocknet. Ein strukturierter Hartpolymer-
stempel wurde fu¨r eine Minute auf das Stempelkissen aufgedru¨ckt, wodurch die
Proteine auf den Stempel u¨bertragen wurden. Danach wurde die Stempelober-
fla¨che fu¨r eine Minute in Kontakt mit dem modifizierten Goldsubstrat gebracht.
Durch einen Gradienten in der freien Oberfla¨chenenergie wurden die Proteine
auf das Substrat transferiert. Abbildung 5.15 zeigt die AFM Aufnahmen von
einer MUA SAM auf die Cytochrom c gedruckt wurde.
200nm
3,3nm0,75 nm
Abbildung 5.15: AFM Aufnahmen einer SAM von MUA auf Gold, auf die Cytochrom c
gedruckt wurde. Die Messung erfolgte im ”tapping mode” unter Umgebungsbedingung.
70 5.Ergebnisse und Diskussion
Die strukturierten Bereiche ko¨nnen deutlich von den nicht strukturierten unter-
schieden werden und geben das streifenfo¨rmige Muster des Stempels mit einer
Breite von ca. 200 nm sehr gut wieder. Cytochrom c ist demnach auf der Ober-
fla¨che adsorbiert. Auch hier zeigt das Ho¨henprofil mit einer Ho¨hena¨nderung von
3,3 nm im Bereich des u¨bertragenen Proteins eine Monolagenbedeckung. Der
Ho¨hena¨nderung liegt fu¨r Bereiche ohne Proteinu¨bertragung und damit unstruk-
turierte Bereiche in der Gro¨ßenordnung von 0,75 nm.
Einfluß der Ionensta¨rke auf die Adsorption von Cytochrom c
Fu¨r eine Adressierung von einzelnen Proteinen ist eine mo¨glichst definierte Ad-
sorption der Proteine erwu¨nscht. Dies erfordert ein gutes Versta¨ndnis der be-
einflussenden Parameter. Da es sich bei der Adsorption von Cytochrom c um
eine elektrostatische Wechselwirkung handelt, wurde untersucht inwiefern die
Ionensta¨rke des umgebenden Mediums die Adsorption des Proteins beeinflusst.
Dazu wurden Messungen mit der QCM und der SPR durchgefu¨hrt.
Die QCM-D liefert einen Aufschluß u¨ber die unterschiedlichen Adsorptionsei-
genschaften von Cytochrom c auf carboxylterminierten SAMs bei verschiede-
ner Ionensta¨rke. Dazu wurde auf einem mit Gold beschichteten Kristall eine
selbstorganisierte Monolage von Mercaptoundecansa¨ure aufgebracht. Anschlie-
ßend wurde darauf die Adsorption von Cytochrom c bei unterschiedlichen Puf-
ferkonzentrationen untersucht. Bei niedriger Pufferkonzentration (I = 5,78 mM)
wurde eine fast doppelt so große Frequenzverschiebung, wie bei hoher Puffer-
konzentration (I = 115,6 mM) festgestellt. Des weiteren geht die Dissipation
bei geringer Pufferkonzentration bei den verschiedenen Oberto¨nen6 auseinander
und ist gro¨ßer als bei hoher Pufferkonzentration. Bei hoher Pufferkonzentration
ist die Dissipationen zudem fu¨r alle gemessenen Oberto¨ne weitestgehend a¨hnlich
(vgl. Abbildung 5.16). Dies deutet darauf hin, dass sich die Morphologie der
beiden Proteinfilme unterscheidet, da sich die Frequenzverschiebungen und die
Dissipationsa¨nderungen unterscheiden. Die kleinen Satelllitenpeaks in den Gra-
phen sind durch ein Spu¨len mit Lo¨sung verursacht. Eine Auswertung der Daten
mit dem viskoelastischen Modell nach Voight [154] liefert fu¨r das Proteinadsor-
bat bei niedriger Pufferkonzentration einen einzigen Fit, der eine Schichtdicke
von 14 nm ergab. Nach der Sauerbrey Gleichung 3.1 wu¨rde sich eine Dicke von
5 nm ergeben. Der Massenunterschied nach Adsorption wurde nach Sauerbrey
zu 460 ng/cm2 berechnet.
6Gemessen wurde bei 5 MHz, wobei die dritten (15 MHz), die fu¨nften (25 MHz) und die
siebten (35 MHz) Oberto¨ne ebenfalls gemessen wurden. Aufgezeigt werden nur die Oberto¨ne,
da der Grundton der Schwingung eher am Kristallrand angesiedelt ist und so Verfa¨lschungen
auftreten ko¨nnen.
5.1.Morphologie des Schichtsystems 71
0 20 40 60 80 100 120
-35
-30
-25
-20
-15
-10
-5
0
5
f i
n 
H
z
t in min
  f3 /3 Cytochrom c auf MUA
  f5 /5 Phosphatpuffer  (I = 5,78 mM)
   f7 /7
0 20 40 60 80 100 120
0
1
2
3
4
5
D
 in
 1
0-
6
t in min
 D
3
 Cytochrom c auf MUA
 D
5
 Phosphatpuffer (I = 5,78 mM)
 D
7
0 20 40 60 80 100 120
-20
-15
-10
-5
0
  f3 /3 Cytochrom c auf MUA
  f5 /5 Phosphatpuffer  (I = 115,6 mM)
   f7 /7
f i
n 
H
z
t in min
0 20 40 60 80 100 120 140
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
 D
3
 Cytochrom c auf MUA
 D
5
 Phosphatpuffer (I = 115,6 mM)
 D
7
D
 in
 1
0-
6
t in min
Abbildung 5.16: QCM-D Messung der Adsorption von Cytochrom c bei unterschiedli-
chen Pufferkonzentrationen. Als Substrat fu¨r die Adsorbtion wurden goldbeschichtete
Schwingquarze mit einer SAM von MUA verwendet. Oben: Ionensta¨rke des Phospaht-
puffers betra¨gt 5,78 mM (vgl. Kapitel 4.3.4). Unten: Ionensta¨rke des Phosphatpuffers
betra¨gt 115,6 mM. Links: Frequenzverschiebung bei Adsorption, gezeigt sind die 3.,5.
und 7. Oberto¨ne; Rechts: Entsprechende Dissipationsa¨nderung.
Fu¨r die Proteinadsorption in hoher Ionensta¨rke wurden nach dem Voight Modell
zwei Lo¨sungen gefunden. Die eine entspricht einer Schichtdicke von 3 nm, a¨hnlich
dem, was gema¨ß der Sauerbrey Gleichung zu erwarten wa¨re. Die andere entsprach
einer sehr wasserhaltigen Schicht (die Viskosita¨t ist nahe derjenigen des Wassers)
mit einer Dicke von 23 nm. Die zwei Lo¨sungen sprechen fu¨r eine heterogene
Adsorptionsschicht. Der Massenunterschied nach Adsorption berechnet sich nach
Sauerbrey zu 265 ng/cm2.
Von den QCM-D Daten allein ist es allerdings schwer zu sagen, in welchem
Fall mehr Protein an die Oberfla¨che adsorbiert, da das gebundene Wasser einen
großen Einfluss auf die Frequenzvera¨nderungen haben kann.
Die modellierten 14 nm im Fall geringer Ionensta¨rke ru¨hren aller Wahrschein-
lichkeit nach von gebundenem Wasser her, so dass ein Netzwerk von Proteinen
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mit dem Wasser vorliegt. Ein sehr wasserhaltiges Proteinadsorbat wurde auch
schon fu¨r andere Proteine beschrieben [155]. Eine weitere Interpretationsmo¨glich-
keit besteht in einer Denaturierung des ansonsten globula¨ren Proteins von 3,5
nm Durchmesser. Im anderen Fall mit hoher Ionensta¨rke hingegen bilden die
Proteine eher einen starren heterogenen Film und sind fest auf der Oberfla¨che
verankert.
Ein weiteres Indiz fu¨r eine unterschiedliche Proteinbedeckung in Abha¨ngigkeit
der Ionensta¨rke liefert die Oberfla¨chenplasmonenresonanz. Die Verschiebung des
Resonanzwinkels bei der Adsorption von Cytochrom c auf den verschiedenen
SAMs ist proportional zur Menge des adsorbierten Proteins. Abbildung 5.17 zeigt
Resonanzkurven fu¨r die Adsorption von Cytochrom c auf einer SAM von MUA
bei Ionensta¨rken von 5 mM und 100 mM des Phosphatpuffers. Fu¨r die anderen
untersuchten SAMs und Ionensta¨rken ergeben sich sehr a¨hnliche Kurvenverla¨ufe.
Die daraus erhaltenen Winkelverschiebungen und berechneten optischen Dicken
sind in Tabelle 5.6 angegeben. Zur Ermittlung der optischen Dicken der Adsorp-
tionsschicht von Cytochrom c wurde das bereits in Kapitel 5.1.2 beschriebene
Verfahren verwendet.
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Abbildung 5.17: Resonanzkurven vor und nach Adsorption von Cytochrom c auf
einer MUA SAM bei variierenden Ionensta¨rken des Phosphatpuffers. Oben: 5 mM.
Unten: 100 mM. Die theoretisch berechneten Kurvenverla¨ufe fu¨r die Resonanzkurve
sind mit angegeben. Die linke Seite zeigt jeweils eine Detailansicht.
5.1.Morphologie des Schichtsystems 73
A¨nderung des Resonanzwinkels in o optische Dicken in A˚
I MPA 4-MBA 3-MBA MUA MPA 4-MBA 3-MBA MUA
5 mM 0,27 0,27 0,27 0,29 14 14 14 16
25 mM 0,24 0,27 0,27 0,25 13 14 14 14
50 mM 0,2 0,23 0,24 0,24 12 13 13 12
100 mM 0,14 0,16 0,16 0,13 8 9 9 7
Tabelle 5.6: A¨nderung des Resonanzwinkels von Cytochrom c auf mit verschiedenen
SAMs in Abha¨ngigkeit der Ionensta¨rke I, sowie daraus berechnete optische Dicken.
Die entsprechenden zeitabha¨ngigen Betrachtungen der Intensita¨t bei einem festen
Einfallswinkel sind in Abbildung 5.18 dargestellt. Aus der Abbildung erkennt
man, dass die Adsorption von Cytochrom c innerhalb einer Minute nach Zugabe
beendet ist. Außerdem zeigt sich, wie bei der QCM, eine Abha¨ngigkeit der
Schichtdicke von der Ionensta¨rke des Puffers.
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Abbildung 5.18: Die zeitliche Betrachtung der Intensita¨t bei konstantem Einfallswin-
kel, fu¨r die Adsorption von Cytochrom c auf einer mit MUA modifizierten Gold-
oberfla¨che bei variierenden Ionensta¨rken des Phosphatpuffers.
Mit integrativen Methoden wurde gezeigt, dass die Ionensta¨rke die Adsorption
von Cytochrom c beeinflusst. Die Schichtdicke berechnet sich mit der SPR
fu¨r eine niedrige Ionensta¨rke zu 14 bis 16 A˚, wohingegen sie fu¨r eine hohe
Ionensta¨rke zwischen 7 und 9 A˚ liegt. Auch fu¨r die QCM-D Messungen ergibt
sich eine Abnahme der Schichtdicke von 140 A˚ fu¨r niedrige Ionensta¨rken zu
einer heterogenen Bedeckung mit einer Dicke von 30 A˚ fu¨r hohe Ionensta¨rken.
Der sehr viel ho¨here Wert fu¨r niedrige Ionensta¨rken bei den QCM-D Messungen
beruht wahrscheinlich auf einer sehr wasserhaltigen Adsorbatschicht. Fu¨r hohe
Ionensta¨rken la¨sst sich fu¨r die QCM-D Messungen noch eine zweite Lo¨sung
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finden, weshalb auf eine heterogene Bedeckung mit Bereichen ohne Protein
geschlossen werden kann. Die ermittelte Dicke aus dem SPR Experiment ist
somit wahrscheinlich ein Mittel aus Bereichen mit und solchen ohne Protein
und liefert somit einen niedrigeren Wert.
Einen weiteren Hinweis des Einflusses der Ionensta¨rke auf die Adsorption von
Cytochrom c lieferten AFM-Messungen. Abbildung 5.19 zeigt AFM Aufnahmen
von Cytochrom c welches auf eine SAM von MUA auf Gold gestempelt wurde
(vgl. Abschnitt 5.1.2). Cytochrom c wurde dabei aus Lo¨sungen unterschiedli-
cher Ionensta¨rke u¨bertragen. Bei einer geringen Ionensta¨rke (5 mM) zeigt sich
in der AFM Abbildung eine homogene Bedeckung mit Ho¨henunterschieden in
der Gro¨ßenordnung eines Moleku¨ls (3,5±0,5 nm). Bei einer hohen Ionensta¨rke
(100 mM) findet man eine unregelma¨ßige Bedeckung mit Ho¨henunterschieden
bis zu 10 nm, was auf Proteinagglomerate hin weist. Als Ursache fu¨r die Agglo-
meration kann die Nettoladung von Cytochrom c angesehen werden. Diese wird
bei geringer Ionensta¨rke weniger stark abgeschirmt und fu¨hrt somit zu elek-
trostatischer Abstoßung zwischen den Moleku¨len. Auf der anderen Seite wird
die Ladung der SAM weniger stark abgeschirmt, was zu einer ho¨heren Bindung
fu¨hrt.
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Abbildung 5.19: AFM Aufnahmen von Cytochrom c, das auf eine SAM von MUA auf
Gold bei unterschiedlichen Ionensta¨rken gestempelt wurde. Die Messung erfolgte im
”tapping mode” unter Umgebungsbedingung. Gezeigt sind jeweils ein Bildausschnitt
von 3 µm x 3 µm und ein zusa¨tzlicher Bildausschnitt von 500 nm x 500 nm. Zudem
ist das Ho¨henprofil entlang der eingezeichneten Linie gezeigt. Links: 5 mM. Rechts:
100 mM.
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Zusammenfassend la¨sst sich sagen, dass QCM, SPR und AFM Messungen deut-
lich den Einfluss der Ionensta¨rke auf das Adsorptionsverhalten von Cytochrom
c belegen. Bei hohen Ionensta¨rken bilden sich Agglomerate, wohingegen sich bei
geringer Ionensta¨rke eine Monolage ausbildet.
5.2 Ladungstransfer an zweidimensionalen Elektroden
Um eine Aussage u¨ber die Funktionalita¨t des strukturell charakterisierten Elektroden-
Protein Systems zu machen, wurde der Ladungstransfer von Cytochrom c zuna¨chst
an zweidimensionalen einkristallinen chemisch modifizierten Goldoberfla¨chen mit
Hilfe der Zyklovoltammetrie untersucht. Dabei wurde der Zusammenhang zwi-
schen der Morphologie der SAM und der Funktionalita¨t des Cytochrom c cha-
rakterisiert. Weiterhin wurde die Funktion des Proteins nach dem Mikrokon-
taktdrucken analysiert.
5.2.1 Elektrochemie
Die untersuchten Selbstorganisierten Monolagen (SAMs) von Mercaptopropi-
onsa¨ure (MPA), Mercaptoundecansa¨ure (MUA), 3-Mercaptobenzoesa¨ure (3MBA)
und 4-Mercaptobenzoesa¨ure (4MBA) wurden bezu¨glich ihrer Eignung zur Ad-
sorption von Cytochrom c in einer Orientierung, die einen Ladungstransfer
ermo¨glicht, untersucht. Dazu wurden zyklovoltammetrische Messungen durch-
gefu¨hrt. Abbildung 5.20 zeigt das Zyklovoltammogramm von MPA und darauf
adsorbiertem Cytochrom c.
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Abbildung 5.20: Zyklovoltammogramm von MPA. Als Elektrolyt wurde Phosphat-
puffer (I = 5,78 mM) verwendet. Ein Platindraht diente als Gegenelektrode. Refe-
renzelektrode war eine SCE. Die Potentialvorschubgeschwindigkeit betrug 50 mV/s.
Die SAM zeigte hier, wie bereits in Kapitel 5.1.1 erla¨utert, einen deutlichen
Strompeak bei 60 mV. Dieser liegt im Bereich des nach Zugabe auftretenden
Strompeaks von Cytochrom c bei einem Potential von -40 mV. Fu¨r die elektro-
chemische Charakterisierung und Kontaktierung eines einzelnen Moleku¨ls ist die
SAM von MPA ungeeignet, da der Redoxpeak der SAM mit dem Redoxpeak
des Cytochrom c u¨berlagert wa¨re. Das Zyklovoltammogramm zeigt jedoch, dass
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Cytochrom c hervorragend auf einem zweidimensionalem Au(111) Kristall im-
mobilisiert ist und eine elektrochemische Antwort liefert. Dies sollte laut Leopold
et al. nur auf Oberfla¨chen mit hoher Korrugation mo¨glich sein [156,157]. Fu¨r die
weiteren Betrachtungen wurde die SAM von MPA aufgrund des u¨berlagerten
Strompeaks fu¨r die Protolyse der MPA SAM nicht weiter beru¨cksichtigt.
Abbildung 5.21 zeigt die Zyklovoltammogramme der SAMs von MUA, 3MBA
und 4MBA in Phosphatpuffer bei unterschiedlichen Potentialvorschubgeschwin-
digkeiten. Weiterhin sind in dieser Abbildung die Zyklovoltammogramme von
darauf adsorbiertem Cytochrom c gezeigt.
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Abbildung 5.21: Zyklovoltammogramme von verschiedenen SAMs und darauf adsor-
biertem Cytochrom c. Elektrolyt war Phosphatpuffer (I = 5,78 mM). Ein Platindraht
diente als Gegenelektrode. SCE wurde als Referenzelectrode verwendet. Potentialvor-
schubgeschwindigkeit v = 50 mV/s (links) bzw. v = 1000 mV/s (rechts).
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Auch hier lassen die Zyklovoltammogramm eine hervorragende Adsorption mit
elektrochemischer Antwort auf den mit einer SAM modifizierten Au(111) er-
kennen. Diese sollte laut Leopold et al. nur auf sehr rauen Oberfla¨chen, nicht
jedoch auf Au(111) Substraten, mo¨glich sein [156,157].
Die Zyklovoltammogramme des adsorbierten Cytochrom c auf den SAMs zeig-
ten bei kleinen Potentialvorschubgeschwindigkeiten gut definierte symmetrische
Redoxpeaks, die zugeho¨rigen elektrochemischen Daten sind in Tabelle 5.8 ange-
geben. Das zur Ermittlung der Ladungsstromdichten beno¨tigte Fla¨chenintegral
wurde mit Origin erhalten.
Fu¨r eine geringe Potentialvorschubgeschwindigkeit entspricht die theoretische
Halbwertsbreite der Strompeaks 90,6
n
mV (vgl. Kapitel 3.3.2). Die in Tabelle 5.8
angegebenen Werte von 96 mV bis 116 mV sind demnach mit einem Einelek-
tronentransfer konsistent.
elektrochemische Daten
Gro¨ße v = 50 mV/s v = 1000 mV/s
MUA 3MBA 4MBA MUA 3MBA 4MBA
ia in µA/cm
2 0,41 0,37 0,43 5,1 4,5 5,6
ik in µA/cm
2 -0,42 -0,40 -0,43 -5,2 -4,7 -5,9
Ea in mV -48 -15 -1 55 55 49
Ek in mV -48 -31 -21 -135 -110 -87
E0 in mV -48 -23 -11 -40 -27 -19
Ea/2 in mV 116 102 96 145 125 114
Ek/2 in mV 114 104 99 145 135 125
ln k0 – – – 1,1 1,4 1,6
σa in µC/cm
2 1,13 0,92 1,04 – – –
σk in µC/cm
2 1,04 1,04 1,03 – – –
Tabelle 5.8: Wichtige elektrochemische Daten aus den Zyklovoltammogrammen aus
Abbildung 5.21. Das formale Potential E0 ist dabei das arithmetische Mittel aus
dem kathodischen und anodischen Peakpotentialen Ek und Ea. Ea/2 und Ek/2 die
Halbwertsbreiten bei den kathodischen und anodischen Stromdichtemaxima ik und ia.
Die Ladungsdichten σa und σk ergeben sich aus dem Quotienten des Fla¨chenintegrals
unter den Strompeaks und der Potentialvorschubgeschwindigkeit. Der kapazitive Hin-
tergrundstrom der SAM wurde zur Ermittlung aller Daten vorher abgezogen. lnk0
gibt die Standardgeschwindigkeitskonstante gema¨ß der Lavirongleichung 3.24 bei ei-
nem Durchtrittsfaktor von 0,5 an.
Erho¨ht man die Vorschubgeschwindigkeit, so wird die Halbwertsbreite des Strom-
peaks eine Funktion des Durchtrittsfaktors. Tra¨gt man die Potentialverschie-
bungen als Funktion der Potentialvorschubgeschwindigkeit auf, so la¨sst sich der
Durchtrittsfaktor und die Geschwindigkeitskonstante ermitteln (vgl. Abbildung
5.22).
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Abbildung 5.22: Potentialverschiebungen als Funktion der Potentialvorschubgeschwin-
digkeit fu¨r verschiedene SAMs.
Der Durchtrittsfaktor ergibt sich dabei zu α = 0.5, da die Steigung der Tangen-
ten fu¨r große Potentialvorschubgeschwindigkeiten den gleichen Betrag anneh-
men. Mit diesem Durchtrittsfaktor ergibt sich eine theoretische Verbreiterung
der Halbwertsbreiten zu 125
n
mV . Auch fu¨r die Halbwertsbreiten aus dem Ex-
periment ergibt sich eine Verbreiterung. Die Werte betragen hier 114 mV bis
145 mV (vgl. Tabelle 5.8). Weiterhin sind die nach Laviron berechneten Ge-
schwindigkeitskonstanten in Tabelle 5.8 angegeben. Fu¨r alle betrachteten SAMs
ergibt sich trotz unterschiedlicher Kettenla¨nge und unterschiedlicher elektro-
nischer Eigenschaften eine a¨hnliche Geschwindigkeitskonstante. Dies kann auf
einer dem eigentlichen Elektronentransfer vorgelagerten Reorientierungsreakti-
on beruhen. Dieser Gating-Prozess wurde bereits in Kapitel 2.3 beschrieben.
Geschwindigkeitsbestimmender Schritt ist eine strukturelle Neuanordnung des
Proteins vor dem eigentlichem Ladungstransfer. Der Gating-Prozess, der dem
Elektronentransfer voraus geht, beruht auf einer Neuanordnung des Cytochrom
c von einer stabilen Form auf der SAM in eine Konfiguration, die den Elek-
tronentransfer begu¨nstigt [34, 158]. Auch Murgida et al. fanden mit SERR7
Untersuchungen ein redoxgekoppeltes Konformationsgleichgewicht [159–163].
Abbildung 5.23 zeigt den linearen Zusammenhang des Strommaximums mit der
Potentialvorschubgeschwindigkeit fu¨r Cytochrom c auf MUA.
7SERR: Surface-Enhanced Resonant Raman spectroscopy
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Abbildung 5.23: Linearer Zusammenhang zwischen Strommaximum und Potentialvor-
schubgeschwindigkeit fu¨r Cytochrom c auf MUA. Der kapazitive Hintergrundstrom
der SAM wurde vorher abgezogen. Links: Oxidationsstrom; Rechts: Reduktionsstrom.
Der kapazitive Hintergrundstrom der SAM wurde dabei vorher abgezogen. Der
lineare Zusammenhang besta¨tigt eine auf der SAM immobilisierte redoxaktive
Spezies (vgl. Kapitel 3.3.2). Diese kann dem Protein zugeschrieben werden.
Die theoretische Ladungsdichte von Cytochrom c berechnet sich aus dem Quoti-
enten der Elementarladung und der Fla¨che eines Proteins8. Damit ergibt sich mit
den experimentell bestimmten Ladungsdichten aus Tabelle 5.8 eine Oberfla¨chen-
bedeckung von 66% bis 81%. Dies ist deutlich ho¨her als die von Ataka et al. [151]
gefundene Oberfla¨chenbedeckung von 50% fu¨r auf einer MPA SAM adsorbiertes
Cytochrom c. Die Submonolage resultiert daraus, dass keine ordnenden Kra¨fte
die Ausbildung einer kompletten Bedeckung begu¨nstigen. Die Submonolage ist
konsistent mit den Ergebnissen aus dem SPR und AFM Experimenten (vgl.
Kapitel 5.1.2 und 5.1.2).
Zusammenfassend sprechen die Messergebnisse fu¨r einen Einelektronenu¨bertrag.
Die Bedeckung entspricht einer immobilisierten Proteinsubmonoschicht.
Zusammenhang von Morphologie der SAM und Funktionalita¨t des Pro-
teins
In Kapitel 5.1.1 wurde gezeigt, dass die Ausbildung einer geordneten SAM we-
sentlich mehr Zeit beansprucht, als eine ungeordnete Struktur. In diesem Kapitel
wird der Einfluss der Oberfla¨chenbeschaffenheit der SAM auf den Elektronen-
transfer von Cytochrom c dargestellt. Abbildung 5.24 zeigt die Zyklovoltam-
mogramme von adsorbiertem Cytochrom c auf einer mit MUA modifizierten
Au(111) Oberfla¨che.
8Fu¨r die Fla¨che wurde das Quadrat des Durchmessers (3,4 nm) gewa¨hlt.
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Abbildung 5.24: Zyklovoltammogramm von Cytochrom c auf MUA in Abha¨ngigkeit
der Assemblierungszeit. Kontakt mit Cytochrom c jeweils eine Minute. Messung in
Phosphatpuffer. Die Assemblierungszeit der MUA betrug drei Tage (rot) und 20
Minuten (schwarz).
Der Unterschied der beiden Messungen lag in der Zeit fu¨r die Adsorption der
MUA. Diese Zeit ist ausschlaggebend fu¨r die Beschaffenheit der Oberfla¨che. Bei
einer Adsorptionsdauer von 20 Minuten zeigte sich ein deutlich ausgepra¨gter
Redoxpeak im Vergleich zu einer Adsorptionszeit von 3 Tagen. Der ausgepra¨gte-
re Redoxpeak beruhte auf einer erho¨hten Anzahl an redoxaktiven Moleku¨len.
Hierfu¨r gibt es zwei Mo¨glichkeiten. Zum einen kann mehr Protein auf der Ober-
fla¨che adsorbiert sein. Zum anderen ist eine fu¨r den Ladungstransfer gu¨nstigere
Orientierung von Cytochrom c Moleku¨len denkbar. Fu¨r die Abha¨ngigkeit der
Proteinadsorption von der Oberfla¨chentopographie ko¨nnen die unterschiedlichen
Oberfla¨chensa¨urekonstanten in Abha¨ngigkeit der Orientierung der carboxylter-
minierten SAM verantwortlich gemacht werden [156,157]. Fu¨r eine ungeordnete
SAM, die durch eine kurze Adsorptionszeit erreicht wird (vgl. Kapitel 5.1.1), ist
die Ausbildung von Wasserstoffbru¨cken der Carboxylgruppen untereinander er-
schwert. Eine Deprotonierung wird erleichtert und die Sa¨urekonstante pKa wird
kleiner. Fu¨r eine SAM mit einer geringen Sa¨urekonstante ist die Deprotonie-
rung der Carboxylgruppen bei einem pH-Wert von 7 ausreichend groß, um somit
die elektrostatische Wechselwirkung zu den positiv geladenen Lysingruppen von
Cytochrom c zu begu¨nstigen.
Auch Leopold et al [156, 157] zeigen eine Abha¨ngigkeit der Proteinadsorption
von der Oberfla¨chentopographie. Die Autoren adsorbierten die MUA jeweils fu¨r
24 Stunden auf unterschiedlich rauen Oberfla¨chen. Raue Oberfla¨chen mit vielen
Defekten und Stufenkanten fu¨hrt zu einer Reduzierung der Wasserstoffbru¨cken in
der SAM und somit zu einer erho¨hten Deprotonierung, wodurch die Adsorption
von Cytochrom c erho¨ht wird im Vergleich zur Adsorption auf sehr glatten
Oberfla¨chen.
Eine kurze Assemblierungszeit fu¨r die Ausbildung der SAM wirkt sich also vor-
teilhaft fu¨r die Adsorption von Cytochrom c aus. Ebenfalls vorteilhaft sollte eine
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Selbstorganisation bei Raumtemperatur sein, da hier die Anzahl der Leerstel-
leninseln steigt (vgl. Kapitel 5.1.1) und so die Adsorption der Proteine aufgrund
der gro¨ßeren Unordnung in der Struktur begu¨nstigt.
Funktionalita¨t nach dem Mikrokontaktdrucken
In Kapitel 5.1.2 wurde mit Hilfe des Mikrokontaktdruckens die lokale Struktu-
rierbarkeit von Cytochrom c nachgewiesen. Hierfu¨r muss allerdings noch gezeigt
werden, dass die gedruckten Proteine ihre Funktionalita¨t beibehalten. Mit Hil-
fe der Zyklovoltammetrie konnte gezeigt werden, dass Cytochrom c nach dem
Stempeln in einer Orientierung auf der Oberfla¨che immobilisiert ist, die einen
Ladungstransfer ermo¨glicht (vgl. Abbildung 5.25). Dabei ha¨ngt die Redoxakti-
vita¨t vom Stempelprozess ab. Wird der Stempel wa¨hrend des Transferprozesses
getrocknet, verliert man einen Teil der Redoxaktivita¨t. Werden die Proteine
unter physiologischen Bedingungen in situ u¨bertragen, so kann nahezu die ge-
samte Aktivita¨t konserviert werden. Als Referenz wird auch das Zyklovoltam-
mogramm der MUA SAM gezeigt. Aus dem Quotienten des Fla¨chenintegrals
unter den Strompeaks und der Potentialvorschubgeschwindigkeit ergeben sich
die experimentellen Ladungsdichten. Damit lassen sich mit der theoretischen
Ladungsdichte (vgl. Kapitel 5.2.1) die Oberfla¨chenbedeckungen der redoxakti-
ven Spezies berechnen. Der kapazitive Hintergrundstrom der SAM wurde zur
Ermittlung aller Daten vorher abgezogen. Die Oberfla¨chenbedeckung ergibt sich
somit zu 81% fu¨r aus der Lo¨sung adsorbiertes Protein, zu 72% fu¨r in situ
gedrucktes Protein und zu 22% fu¨r an Luft gedrucktes.
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Abbildung 5.25: Zyklovoltammogramm von Cytochrom c, welches auf einem mit MUA
modifizierten Au(111) Kristall adsorbierte. Rot: Gestempelt (Der Stempel hatte dabei
keine Strukturmerkmale.) Schwarz: Aus Lo¨sung adsorbiert.
5.3 Ladungstransfer an niederdimensionalen Elektroden
Im vorangegangenem Kapitel wurde die Funktionalita¨t von adsorbiertem Cy-
tochrom c an zweidimensionalen, modifizierten, einkristallinen Goldoberfla¨chen
mit der Zyklovoltammetrie untersucht. Dabei betrachtet man ein ausgedehntes
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Ensamble an Proteinen. Es zeigte sich ein ausgepra¨gtes Redoxverhalten einer im-
mobilisierten Proteinsubmonolage. Im Folgenden soll zu kleineren Dimensionen
u¨bergegangen werden. Dazu wurden Untersuchungen mit dem Rastertunnelmi-
kroskop in einer vertikalen Anordnung durchgefu¨hrt. Dabei fungiert der Goldkri-
stall als untere Elektrode und die STM Spitze als obere Elektrode. Anlegen eines
elektrischen Feldes zwischen beiden Elektroden ermo¨glicht es sowohl die Topo-
graphie, als auch die elektronischen Eigenschaften von Oberfla¨chenadsorbaten zu
untersuchen. Zuna¨chst wurde Cytochrom c unter Umgebungsbedingung unter-
sucht, um dann das elektrochemische Tunnelexperiment durchzufu¨hren. Fu¨r die
in situ STM Messungen wurde das Protein zur Erleichterung der Kontaktierung
mit Goldnanopartikeln modifiziert.
Um die beim STM mit der topographischen Information gekoppelte Strominfor-
mation zu entkoppeln und die mit dem STM gewonnenen Daten zu evaluieren,
sollte als innovativer Ansatz eine Kontaktierung mit einem Paar gegenu¨ber-
liegender Elektroden mit molekularem Abstand in horizontaler Anordnung auf
einem Mikrochip vorgestellt werden.
5.3.1 Kontaktierung von Cytochrom c unter Umgebungsbedingung
Cytochrom c wurde auf einer SAM von MPA immobilisiert und unter Umge-
bungsbedingung mit dem STM untersucht (vgl. Abbildung 5.26).
Die Aufnahmen a und b in der Abbildung wurden bei einem Tunnelstrom von
400 pA im ”constant current” Modus mit einer Tunnelspannung von 1 V auf-
genommen. Die beiden Aufnahmen unterscheiden sich lediglich in der Gro¨ße
der aufgenommenen Bildausschnitte (200 nm x 200 nm fu¨r Aufnahme a und
100 nm x 100 nm fu¨r Aufnahme b). Es gab keinen Hinweis auf Multilagen.
Weiterhin war eine homogene Bedeckung erkennbar. Fu¨r Aufnahme c wurde die
Tunnelspannung auf 0,8 V erniedrigt. Die Bedeckung wurde inhomogener. Durch
die Erniedrigung der Tunnelspannung im ”constant current” Modus muss die
Tunnelspitze na¨her an die Oberfla¨che. Eine mo¨gliche Erkla¨rung ist ein Zusam-
menschieben der Proteinmoleku¨le. In Aufnahme d wurde die Tunnelspannung
wieder auf 1 V erho¨ht und gleichzeitig der Tunnelstrom auf 300 pA gesetzt,
ein weiteres Zusammenschieben der Proteine sollte somit verhindert werden.
Weiterhin wurde der gemessene Bildausschnitt wieder auf 200 nm x 200 nm
erho¨ht. Es ist deutlich ein Bereich mit zusammengeschobenen Proteinen (rechts
oben in Aufnahme d) von der in Aufnahme a gezeigten Bedeckung vor einem
Zusammenschieben erkennbar.
Zusammenfassend kann man sagen, dass ein zu kleiner Tunnelabstand ein Zu-
sammenschieben der Proteinmoleku¨le auf der ansonsten vorgefundenen Monolage
bewirkte.
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Abbildung 5.26: Abfolge von STM Aufnahmen von Cytochrom c, welches auf einer
MPA SAM immobilisert wurde. Die Messung erfolgte im ”constant current” Modus
unter Umgebungsbedingung. Der Tunnelstrom betrug 400 pA und die Tunnelspan-
nung zwischen der Probe und der Wolframspitze 1 V mit einem Bildausschnitt von
200 nm x 200 nm (a). In b wurde der Bildausschnitt auf 100 nm x 100 nm verklei-
nert. Verringerung der Tunnelspannung auf 0,8 V bewirkte ein Zusammenschieben
der Proteine (c). Nach Vergro¨ßerung der Tunnelspannung auf den Ausgangswert
von 1 V und Verringerung des Tunnelstroms auf 300 pA, sowie Vergro¨ßerung des
Bildausschnittes auf 200 nm x 200 nm konnte das Zusammenschieben der Proteine
besta¨tigt werden (d). Die z-Skala ist durch Graustufen dargestellt. Das Maximum
(weiß) entspricht jeweils 6 nm.
5.3.2 Kontaktierung von immobilisiertem Rinder Cytochrom c in der
STM Konfiguration mittels Nanopartikel
Eine direkte in situ Kontaktierung von Cytochrom c mit dem STM erwies sich
als schwierig. Ramachandran et al. [164] fanden, dass die Kontaktierung eines
Moleku¨l durch Nanopartikel wesentlich zuverla¨ssiger wird, wenn Goldnanoparti-
kel chemisch an ein Ende des zu untersuchenden Moleku¨ls gebunden sind. Somit
erga¨be sich eine große Kontaktfla¨che, welche mit der STM Spitze kontaktiert
werden kann. Die elektrischen Eigenschaften von derartigen Goldnanopartikeln,
die durch Moleku¨le vernetzt sind, wurden bereits untersucht [164,165]. Um ei-
ne Kontaktierung mit der STM-Spitze zu erleichtern, wurden Goldnanopartikel
auf den Proteinen immobilisiert. Zur Adsorption von Gold auf Cytochrom c
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kommen Thiolsubstituenten in Frage. Diese mu¨ssen auf der gegenu¨berliegenden
Seite zu den Lysingruppen liegen, durch welche die elektrostatische Wechsel-
wirkung zur SAM auf der Oberfla¨che gewa¨hrleistet wird. Aus diesem Grund
wurde statt dem bisher verwendeten Pferde Cytochrom c das aus dem Herzen
von Rindern verwendet. Dieses weist eine zusa¨tzliche Cysteingruppe an der Pro-
teinoberfla¨che auf, was eine direkte Adsorption an Gold ermo¨glicht [166]. Um
die Adsorption von Rinder Cytochrom c auf Gold zu charakterisieren, wurden
zyklovoltammetrische Messungen durchgefu¨hrt (vgl. Abbildung 5.27).
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Abbildung 5.27: Zyklovoltammogramme von der Au(111)-Oberfla¨che in Phosphatpuf-
fer (schwarz) und darauf adsorbiertem Rinderherz Cytochrom c (rot). Die Potenti-
alvorschubgeschwindigkeit betrug 50 mV/s.
Diese Abbildung zeigt die Zyklovoltammogramme von einem Au(111)-Kristall
und von darauf adsorbiertem Rinder Cytochrom c in Phosphatpuffer. Vor der
Adsorption war ein Strompeak fu¨r die Phosphatadsorption auf der anodischen
Seite des Zyklovoltammogramms erkennbar. Nach Adsorption von Cytochrom
c war dieser Strompeak stark unterdru¨ckt. Die Proteinmoleku¨le bedecken die
Oberfla¨che und schra¨nken auf diese Weise die Adsorption von Phosphationen
ein. Aus diesem Grund kann davon ausgegangen werden, dass Proteinmoleku¨le
auf der Oberfla¨che u¨ber Cysteingruppen adsorbiert sind. Die Ha¨mgruppe der
Moleku¨le weist jedoch im Vergleich zur elektrostatischen Wechselwirkung in die
Lo¨sung. Diese Orientierung weist aufgrund des großen Abstandes zwischen der
Ha¨mgruppe und der Elektrode einen stark unterdru¨ckten Ladungsdurchtritt auf.
Im Zyklovoltammogramm war kein Redoxpeak nachweisbar. Lediglich eine stark
verringerte Phosphatadsorption war erkennbar.
Die Abbildung 5.28 zeigt Zyklovoltammogramme der selbstorganisierten Mo-
nolage (SAM) von Mercaptoundecansa¨ure (MUA) auf der Au(111) Oberfla¨che,
sowie des darauf adsorbiertem Rinder Cytochrom c.
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Abbildung 5.28: Zyklovoltammogramme von einer SAM von MUA auf einer Au(111)-
Oberfla¨che in Phosphatpuffer (schwarz), darauf adsorbiertem Rinderherz Cytochrom
c (rot), sowie wiederum darauf adsorbierten Goldnanopartikeln (gru¨n). Die Potenti-
alvorschubgeschwindigkeit betrug 50 mV/s.
Das Ha¨m ist hier offensichtlich u¨ber elektrostatische Wechselwirkung, wie beim
Pferde Cytochrom c, der Goldoberfla¨che zugewandt. Dies ist aus dem Auftreten
des symmetrischen Redoxpeaks ersichtlich. Zusa¨tzlich wurden citratstabilisierte
Goldnanopartikel mit einem Durchmesser von 5 nm der Adsorbatschicht zu-
gegeben. Die Nanopartikel sollten an die Cysteingruppen binden, so dass eine
Sandwichkonfiguration entsteht, bei der das Protein von zwei Goldelektroden
kontaktiert wird (vgl. Abbildung 5.29).
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Abbildung 5.29: Schema fu¨r die Sandwichkonfiguration, bei der das Protein von zwei
Goldelektroden kontaktiert wird.
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Durch die Adsorption der Goldnanopartikel tritt eine Verschiebung dieses Re-
doxpeaks um ca. 10 mV zu negativeren Potentialen hin auf. Um eine mo¨gliche
Erkla¨rung fu¨r diese Verschiebung zu erhalten, betrachtet man die Definition des
Formalpotentials (Gleichung 3.18):
E0 = Eª +
RT
nF
ln
γ(Oxm)
γ(Redm)
(5.1)
Eine Abweichung ist demnach durch unterschiedliche Aktivita¨tskoeffizienten be-
gru¨ndet. Fu¨r eine Verschiebung zu negativeren Potentialen muss der Bruch
γ(Oxm)
γ(Redm)
nach Adsorption der Goldnanopartikel kleiner werden. Die Dielektri-
zita¨tszahl ²r, die Ladungszahl zi, die Temperatur T und die Ionensta¨rke I
haben Einfluss auf die individuellen Aktivita¨tskoeffizienten γi. Fu¨r verdu¨nnte
Lo¨sungen la¨sst sich der Aktivita¨tskoeffizient nach Debye-Hu¨ckel folgendermaßen
beschreiben [65]:
ln γi = − NAz
2
i e
2
RT8pi²r²0
[(
²0²rkT
2NAe2I
) 1
2
+ α
] = − NAz2i e2
RT8pi²r²0 (β + α)
(5.2)
NA ist dabei die Avogadrokonstante, e die Elementarladung, ²0 die Dielektri-
zita¨tskonstante im Vakuum, α der Ionenradius und β die Debye-La¨nge, die den
Radius der Ionenwolke angibt9. Diese U¨berlegungen gelten allerdings nur fu¨r sehr
verdu¨nnte Lo¨sungen und nicht fu¨r Adsorbate. Eine Aussage u¨ber die dielektri-
schen Eigenschaften der Goldnanopartikel ist ebenfalls schwierig, da nicht gekla¨rt
ist, inwieweit diese durch die Adsorption eine partielle Ladung tragen und somit
einen Dipolcharakter durch die Anbindung an den elektronegativeren Schwefel
erhalten. Die Aufladungsenergie EC = e
2/2CS eines Goldnanopartikels mit ei-
nem Durchmesser von D = 5nm kann mit der Selbstkapazita¨t CS = 2pi²0²rD
abgescha¨tzt werden [167]. Mit einer durchschnittlichen Dielekrizita¨tskonstante
der Goldpartikelumgebung von ²r = 2 berechnet sich die Aufladeenergie zu 143
meV und ist somit gro¨ßer als die thermische Energie bei Raumtemperatur von
298 K (ET = kT ≈ 26 meV). Eine mo¨gliche Aufladung des Goldnanopartikels
muss somit in Betracht gezogen werden. Insgesamt kann jedoch ein Einfluss auf
das Formalpotential angenommen werden. Eine alternative Erkla¨rung besteht in
einer mo¨glichen Denaturierung aufgrund einer Modifizierung der Sekunda¨r- und
Tertia¨rstruktur des Proteingeru¨sts durch die Adsorption der Goldnanopartikel.
Das Zyklovoltammogramm ist jedoch zeitlich konstant und der Redoxprozess
reversibel, eine komplette Denaturierung kann demnach ausgeschlossen werden,
da das Signal ansonsten zeitlich instabil und irreversibel wa¨re. Es kann eine lo-
kale A¨nderung der Proteinstruktur an der Ha¨mbindestelle nicht ausgeschlossen
werden, die das Redoxpotential beeinflusst. Fu¨r eine lokale Denaturierung wu¨rde
auch die durch die Adsorption der Nanopartikel verringerte Redoxaktivita¨t des
Rinder Cytochrom c sprechen. Vor der Adsorption wurden 0,76 µC/cm2 u¨bert-
ragen. Nach der Adsorption betrug die Ladungsdichte des Oxidationspeaks nur
0,4 µC/cm2.
9Die Debye-La¨nge ist die charakteristische La¨nge auf welcher elektrische Felder in Ge-
mischen von Ladungstra¨gern unterschiedlicher Polarita¨t abgeschirmt werden.
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Abbildung 5.30: EC-STM Aufnahmen von einer MUA SAM in Phosphatpuffer, auf der
Rinder Cytochrom c elektrostatisch adsorbierte. Weiterhin wurden Goldnanopartikeln
auf den Proteinen immobilisiert. Betrachtet werden jeweils die in der oberen linken
Abbildung eingekreisten Strukturen (rot: 3 nm Struktur, schwarz: 5 nm Struktur).
Das Potential der Pt/Ir-Spitze betrug -115 mV. das Potential des Substrates betrug
-7 mV (oben), -40 mV (mitte) und -88 mV (unten). Der Tunnelstrom betrug 200
pA. Links ist jeweils das Rastern nach oben und rechts nach unten dargestellt.
Referenzelektrode war eine Ag/AgCl-Elektrode. Die angegebenen Potentiale sind auf
SCE bezogen. Gegenelektrode war ein Platindraht. Die z-Skala ist durch Graustufen
dargestellt. Das Maximum (weiß) entspricht jeweils 6 nm.
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Die Halbwertsbreiten sprechen in beiden Fa¨llen mit 101 mV vor Adsorption
und 97 mV nach Adsorption fu¨r einen Einelektronentransfer.
Durch die Zyklovoltammetrie konnte gezeigt werden, dass sich Goldnanoparti-
kel auf adsorbiertem Rinder Cytochrom c immobilisieren lassen. Abbildung 5.30
zeigt EC-STM Aufnahmen von einer MUA SAM, auf die Rinder Cytochrom
c und Nanopartikel adsorbiert wurden. Die Messung erfolgte dabei in situ im
Phosphatpuffer. Die Spitze misst dabei die elektronischen Eigenschaften (Zu-
standsdichte am Ferminiveau EF ) und die Topographie. Eine Potentiala¨nderung
bewirkt eine A¨nderung der elektronischen Bindung, so dass man zumindest
teilweise eine Entkopplung der Strukturinformation und der elektronischen Ei-
genschaften erha¨lt. Eine Variation des Substratpotentials la¨sst zwei verschiedene
Strukturmerkmale erkennen. Eines mit einer lateralen Gro¨ße von etwa 5 nm und
eines mit einer lateralen Gro¨ße von 3 nm. Diese unterscheiden sich darin, dass
sich das Ho¨henprofil der 3 nm Struktur in Abha¨ngigkeit des Potentials vera¨ndert,
wohingegen das der 5 nm Struktur konstant bleibt. Eine gro¨ssere Ho¨he durch
Variation des Potentials im ”constant current” Modus ist gleichbedeutend mit
einem erho¨hten Stromdurchfluss fu¨r den Fall, dass die Struktur gleichbleibt.
Da sich der Hintergrund, wie in den STM-Abbildungen 5.30 erkennbar, ver-
schiebt, ist es no¨tig einen Bezugspunkt zu definieren. Um einen Bezugspunkt
zur Charakterisierung der Ho¨henprofile zu erlangen und somit den Hintergrund
der lokalen Umgebung auszuschließen, wurden die erhaltenen TIF-Bilder mit
MatLab ausgewertet. Dazu wurde zuna¨chst ein konstanter Abstand von der
untersuchten Struktur gewa¨hlt und in dieser Umgebung das lokale Minimum
gesucht, das dann als Bezugspunkt diente (vgl. Abbildung 5.31).
Abbildung 5.31: EC-STM Aufnahme, die die Bestimmung des Bezugspunktes ver-
anschaulichen soll. Der rote Kreis zeigt das zu charakterisierende Ho¨henprofil. Mit
dem blauen Kreis ist der definierte Abstand gezeigt und der gru¨ne Kreis zeigt das
lokale Minimum, das als Bezugspunkt fu¨r das Ho¨henprofil dient.
5.3.Ladungstransfer an niederdimensionalen Elektroden 89
Weiterhin wurde zur Bestimmung der Ho¨he ein Medianfilter auf einer Fla¨che
von 5 x 5 Pixeln eingesetzt, um eine U¨berho¨hung durch Ausreisser aus einem
Rauschen zu vermeiden. In Tabelle 5.10 sind die relativen Ho¨hen gegen das
angelegte Potential fu¨r die 3 nm und die 5 nm Struktur aufgetragen. Die ho¨chste
gemessene Struktur wurde dabei auf 1 normiert.
Relative Ho¨hen
Strukturmerkmal Potential
aus Abbildung 5.30 E = -7 mV E = -40 mV E = -88 mV
5 nm-Struktur 0,99 0,99 1,00
3 nm-Struktur 0,78 0,92 0,75
Tabelle 5.10: Relative Ho¨hen der zwei verschiedenen Strukturen in den STM Auf-
nahmen (Abbildung 5.30) in Abha¨ngigkeit vom Potential. Die ho¨chste gemessene
Struktur wurde auf 1 normiert.
In Abbildung 5.32 sind die relativen Ho¨hen dieser beiden Strukturen in Abha¨ngig-
keit der Zeit und damit verschiedener EC-STM Aufnahmen gezeigt. Jeder Zeit-
punkt entspricht eine Aufnahme. Die Linien kennzeichnen eine Potentialerho¨hung.
Weiterhin ist daraus erkennbar, dass der Fehlerbereich fu¨r die relative Ho¨hena¨nde-
rung geringer ist als die durch Potentiala¨nderung induzierte Ho¨hena¨nderung. Fu¨r
die 5 nm Struktur ist fu¨r den gemessenen Potentialbereich keine Ho¨hena¨nde-
rung erkennbar. Vermutlich war die Aufladeenergie von 143 meV zu groß, so
dass die Coulomb-Blockade nicht u¨berschritten wurde. Der Goldcluster ist wahr-
scheinlich nicht direkt in den Elektronentransferprozess mit einbezogen, sondern
begu¨nstigt eine Verschiebung des Formalpotentials.
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Abbildung 5.32: Relativen Ho¨hen der 3 nm und der 5 nm Struktur in Abha¨ngigkeit der
Zeit und damit verschiedener EC-STM Aufnahmen gezeigt. Jeder Zeitpunkt entspricht
eine Aufnahme. Die durchgezogenen Linien kennzeichnen eine Potentialerho¨hung. Die
Gestrichelten Linien geben den Fehlerbereich fu¨r die Ho¨henprofile an.
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Dies zeigt sich auch darin, dass nicht alle in den STM Abbildungen erkennbaren
3 nm Strukturen eine Potentialabha¨ngigkeit zeigen. Ausschlaggebend ist anschei-
nend die Na¨he zum Nanopartikel. Wie schon aus den zyklovoltammetrischen
Messungen erkennbar, haben die Nanopartikel einen Einfluss auf das Redox-
verhalten. Es besteht offensichtlich eine Kopplung. Moore et al. [168] zeigen
in Tunnelexperimenten von Oligo-(Phenylethinyl)benzenthiol eine statistische
Ho¨henmodulation aufgrund einer Leitfa¨higkeitsa¨nderung. Zusa¨tzlich zu dieser
Ho¨henmodulation aufgrund einer Leitfa¨higkeitsa¨nderung besteht die Mo¨glich-
keit einer Ho¨henmodulation durch eine Diffusion von Moleku¨len an Stufenkan-
ten und Defekten. Grund fu¨r die nicht Potentialabha¨ngigen 3 nm Strukturen
ko¨nnte demnach ein anderer Leitfa¨higkeitszustand des Proteins sein.
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Abbildung 5.33: Schema fu¨r eine mo¨gliche Erkla¨rung der Potentialabha¨ngigkeit mit
den Ho¨hen der 3 nm Strukturen aus Abbildung 5.30. Als Ursache wird ein resonanter
Tunnelprozess angenommen (mitte). Variation der Fermienergie EF des Goldsubstra-
tes erfolgt durch A¨nderung des Potentials. Bei positiveren (oben) und negativeren
(unten) Potentialen ist kein resonantes Tunneln mo¨glich.
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Zusammenfassend la¨sst sich sagen, dass in den STM Abbildungen Strukturmerk-
male mit einer lateralen Ausdehnung von 5 nm, die keine Potentialabha¨ngigkeit
zeigen und solche mit einer Ausdehnung von 3 nm mit einer Potentialabha¨ngig-
keit auftreten. Die 3 nm Strukturen ko¨nnen Cytochrom c Moleku¨len und die
5 nm Strukturen den Goldnanopartikeln zugeschrieben werden. Eine Erkla¨rung
fu¨r die Potentialabha¨ngigkeit und damit einer wechselnden Leitfa¨higkeit be-
steht in der Mo¨glichkeit eines resonanten Tunnelprozesses, wie in Kapitel 3.4.1
beschrieben (vgl. Abbildung 5.33). Eine erho¨hte Leitfa¨higkeit ist demnach zu
beobachten, wenn sich Energieniveaus des Proteins mit der Fermienergie des
Goldsubstrates in Resonanz befinden.
5.3.3 Mikroelektroden basierend auf modifizierten STM- Goldspitzen
Im vorangegangenem Abschnitt wurden STM Aufnahmen von Rinderherz Cy-
tochrom c, auf denen Goldnanopartikel adsorbiert wurden, gezeigt. Das zu cha-
rakterisierende Proteinmoleku¨l ist dabei fest an die Oberfla¨che gebunden. Um
den Ladungsdurchtritt mit dem STM zu charakterisieren besteht jedoch auch
die Mo¨glichkeit die Spitze mit dem Moleku¨l zu modifizieren und diese dann an
die Oberfla¨che anzuna¨hern (vgl. Abbildung 5.34).
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Abbildung 5.34: Modell fu¨r die Charakterisierung des Ladungstransfers durch Spit-
zenmodifikation (links) und durch Adsorption an das Substrat (rechts) mit Hilfe des
STMs.
Zu diesem Zweck wurden Goldspitzen hergestellt, auf welcher nach Isolation eine
SAM von MUA selbstorganisierte. Das Zyklovoltammogramm dieser Spitze sowie
derselben Spitze nach zusa¨tzlicher Adsorption von Cytochrom c ist in Abbildung
5.35 gezeigt. Das Auftreten des sehr kleinen Redoxpeaks zeigt die Mo¨glichkeit
der Immobilisierung von Cytochrom c auf der Goldspitze. Der kapazitive Strom
u¨berwiegt allerdings deutlich.
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Abbildung 5.35: Zyklovoltammogramme einer Goldspitze, die mit MUA modifiziert
wurde (schwarz) und von darauf adsorbiertem Cytochrom c (rot) in Phosphatpuffer
(I = 5,78 mM). Platindraht diente als Gegenelektrode und Quasireferenzelektrode.
Die Potentialvorschubgeschwindigkeit war 100 mV/s. Die Potentiale sind gegen SCE
angegeben.
Der Quotient des Fla¨chenintegrals und der Potentialvorschubgeschwindigkeit
ergab die u¨bertragene Ladung von 0,91 pC. Das Fla¨chenintegral wurde dabei
mit Origin gewonnen. Aus der u¨bertragenen Ladung berechnete sich mit der
Faradaykonstanten die Oberfla¨chenkonzentration der Proteine zu 9, 4·10−18 mol.
Bei Monolagenbedeckung ergab sich eine Fla¨che von 65,4 µm2, was etwa der
freien Fla¨che der STM Spitze entsprach (vgl. Abbildung 5.36).
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Abbildung 5.36: REM Aufnahmen einer Goldspitze mit Detailaufnahme (links) und
einer isolierten Goldspitze (rechts)
Eine Anna¨herung einer derartig modifizierten Goldspitze an ein Goldsubstrat
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und die Messung einer Strom-Spannungs-Kurve bleibt Gegenstand weiterer For-
schung.
5.3.4 Nanodra¨hte
Im Rahmen dieser Arbeit wurde bislang der Ladungstransfer eines Moleku¨ls
von Cytochrom c mit Hilfe des Rastertunnelmikroskops untersucht. Dies ent-
spricht einer vertikalen Anordnung bei der die Messungen sehr zeitaufwendig
sind. Zudem sind die Kontakte aufgrund von thermischer Drift zwischen Probe
und Spitze oft nicht sehr stabil. Weiterhin ist beim STM die Strominforma-
tion mit der topographischen Information gekoppelt. Eine Kontaktierung mit
dem Rastertunnelmikroskop ist bei Raumtemperatur und unter physiologischen
Bedingungen kompliziert. Es ist daher erstrebenswert, die erhaltenen Resultate
mit einer zweiten Methode zu reproduzieren und zu verifizieren. Einen Ansatz
bietet eine Kontaktierung mit einem Paar gegenu¨berliegender Elektroden mit
molekularem Abstand in horizontaler Anordnung auf einem Mikrochip.
Der Stand der Wissenschaft, um eine Anbindung einzelner Moleku¨le zu ermo¨gli-
chen, schließt den mechanisch kontrollierbaren Bruchkontakt [2], das Raster-
tunnelmikroskop [3], das Rasterkraftmikroskop [4] und den ”Gekreuzte-Dra¨hte-
Tunnelkontakt” [5] ein. Vorteil dieser Methoden ist, dass sie in situ realisiert
werden ko¨nnen und somit die Mo¨glichkeit eines elektrochemischen Gates10 ge-
geben ist. Weiterhin ist der Abstand kontrollierbar.
Eine Realisierung ha¨tte zudem den Vorteil, dass man die mit dem STM gewon-
nenen Daten evaluieren ko¨nnte, da beide Ansa¨tze komplementa¨r sind. Weiterhin
ko¨nnte man mit einem horizontalem Ansatz gleichzeitig mehrere Kontakte un-
tersuchen und ha¨tte eine Entkopplung von topographischer Information und
der Strominformation. Um das relativ gut verstandene System der vertikalen
Anordnung in eine horizontale Konfiguration zu u¨berfu¨hren, ist es no¨tig einen
Golddraht derart zu strukturieren, dass eine Lu¨cke in der Gro¨ßenordnung von
der SAM und dem Protein entsteht.
Die dem Forschungszentrum zur Verfu¨gung stehenden elektronenstrahllithogra-
phischen Verfahren ermo¨glichen allerdings lediglich eine Strukturierung in der
Gro¨ßenordnung von 20 nm. Aus diesem Grund wurde zuna¨chst ein Golddraht
auf dem Chip strukturiert, der anschließend elektrochemisch gea¨tzt wurde (vgl.
Kapitel 4.3.6).
Um den Widerstand eines derartigen Drahtes vor dem A¨tzen zu berechnen, ist
die Kenntnis der Struktur des Drahtes notwendig. Die Struktur besteht aus
zwei Teilen. Ein Teil besteht aus der elektronenstrahllithographisch definierten
Struktur, der andere aus der optisch-lithographischen Struktur. In Abbildung
5.37 sind diese schematisch dargestellt.
10Das elektochemische Gate ermo¨glicht durch die Potentialkontrolle gegenu¨ber der Lo¨sung
eine Analyse der Energieniveaus von Adsorbaten.
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Abbildung 5.37: Schematischer Aufbau der Nanodra¨hte auf dem Mikrochip. Mit den
La¨ngen und Breitenangaben der Strukturen zur Berechnung des Widerstandes Rel
der Elektronenstrahl-Lithographie und Ropt der optischen Lithographie.
Mit Kenntnis der La¨nge l und der Fla¨che A, die das Produkt aus aufgedampfter
Golddicke von 50 nm und der Breite ist, kann der Widerstand R u¨ber den
spezifischen Widerstand ρ von Gold (22, 9Ωnm) [169] berechnet werden:
Rel = ρ
l
A
= 22, 9Ωnm ·
(
2 · 30µm
5µm · 50nm +
2 · 25µm
1 · µm · 50nm +
10 · µm
0, 1µm · 50nm
)
= 74, 2Ω
Ropt = 22, 9Ωnm · 2 · 1000µm
10µm · 150nm
= 30, 5Ω
Rges = Rel +Ropt
= 104, 7Ω
Es ist zu beachten, dass zur Berechnung des Widerstandes fu¨r die optische
Lithographie die Titan- und Platinschicht, die der Haftvermittlung und als Dif-
fusionssperre dienen, nicht beru¨cksichtigt wurden. Dies sollte zu einem kleinerem
Widerstand fu¨hren (ca. 8 Ω kleiner). Zudem wurden nur die du¨nnsten Struktu-
ren der optischen Lithographie in die Kalkulation mit einbezogen. Die gesamte
optisch-lithographische Struktur sollte einen etwas gro¨ßeren Widerstand erge-
ben (ca. 25 Ω gro¨ßer). Die Abscha¨tzung des Widerstandes stimmt gut mit den
gemessenen Werten von 160 bis 170 Ω u¨berein.
In Kapitel 2.1 wurde gezeigt, dass sich durch einen Oxidations-Reduktionszyklus
Gold a¨tzen la¨sst. Abbildung 5.38 zeigt STM Aufnahmen mehrerer Oxidations-
Reduktionszyklen.
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Abbildung 5.38: STM-Aufnahmen der reduzierten Goldoberfla¨che nach mehreren
Oxidations-Reduktionszyklen. Gezeigt sind STM Aufnahmen nach zwei Zyklen (links),
nach sieben Zyklen (mitte) und nach zehn Zyklen (rechts). Abbildung von Dirk Mayer
und Thomas Wandlowski ISG Forschungszentrum Ju¨lich.
Es bilden sich zuna¨chst monoatomare Lehrstellen im Substrat. Ha¨lt man das
Elektrodenpotential negativ vom Reduktionspotential, heilen die Lo¨cher durch
die hohe Mobilita¨t der Adatome aus. Werden weitere Redoxzyklen gefahren,
kommt es zu einem stetigem Wachstum der Lo¨cher. Das Relaxieren der Loch-
formen steht in Konkurrenz zur Potentialvorschubgeschwindigkeit. Ab einer kri-
tischen Lochgro¨ße ist die zur Verfu¨gung stehende Zeit nicht mehr ausreichend,
um Gleichgewichtsformen, die die Symmetrieelemente der (111) Oberfla¨che wie-
derspiegeln, anzunehmen. Bei weiterem A¨tzen ko¨nnen die Lo¨cher nicht gleichge-
wichtstreu koaleszieren, da dem System nicht ausreichend Zeit zum Relaxieren
zur Verfu¨gung steht. Bei entsprechender Gro¨ße der Leerstelleninseln kommt es
auch zu einem A¨tzen in tieferen Lagen. Nach 10 Zyklen ist die oberste La-
ge nahezu vollsta¨ndig aufgelo¨st. Demnach ko¨nnen auch tiefere Schichten gea¨tzt
werden, womit die Mo¨glichkeit zur Herstellung von Punktkontakten gegeben ist.
Abbildung 5.39 zeigt das Zyklovoltammogramm eines Golddrahtes in schwefel-
saurer Lo¨sung. Der Oxidations- und Reduktionspeak sind deutlich erkennbar.
Legt man zwischen den beiden Drahtenden eine Spannung von 10 mV an und
misst den auftretenden Transferstrom entlang des Drahtes, wa¨hrend man das
Potential des gesamten Drahtes variiert, so ergibt sich der in Abbildung 5.40
gezeigte Strom-Spannungs Verlauf. Dabei wird die zwischen den Drahtenden
angelegte Spannung von 10 mV stets konstant gehalten. Vergleicht man die
in Abbildung 5.40 auftretenden Stro¨me mit dem Strom aus dem Zyklovoltam-
mogramm (Abbildung 5.39), so erkennt man, dass der Transferstrom etwa 6
Gro¨ßenordnungen gro¨ßer ist, als das elektrochemische Signal. Der Strom in Ab-
bildung 5.40 wird demnach von Transferstrom dominiert.
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Abbildung 5.39: Zyklovoltammogramm eines Goldnanodrahtes in 50 mM H2SO4
bei einer Potentialvorschubgeschwindigkeit von 50 mV/s. Zwei Platindra¨hte dienten
als Quasireferenzelektrode und Gegenelektrode. Die angegebenen Potentiale sind auf
Platindrahtquasireferenzelektrode bezogen.
-500 0 500 1000 1500
2,6
2,8
3,0
3,2
3,4
3,6
3,8
4,0
4,2
I i
n 
A
E in mV
Abbildung 5.40: Strom-Spannungs Kurve fu¨r den Strom entlang des Drahtes bei
einer Potentialdifferenz von 10 mV. Die Potentiale sind gegen einen Platindraht als
Quasireferenzelektrode angegeben. Als Elektrolyt diente 50 mM H2SO4.
Aus der Kurve erkennt man deutlich eine Abnahme des Stromes und damit der
Leitfa¨higkeit, sobald man ein Potential erreicht, an dem der Golddraht oxidiert
wird. Das gebildete Goldoxid besitzt isolierende Eigenschaften, wodurch sich der
effektive Durchmesser des stromfu¨hrenden Drahtes verringert. Die Leitfa¨higkeit
nimmt ab. Fa¨hrt man das Potential wieder zuru¨ck zu negativeren Werten bis zu
einem Potential, an dem die Reduktion der Goldoberfla¨che einsetzt, so nimmt die
Leitfa¨higkeit wieder zu, erreicht allerdings nicht den Anfangswert. Die Ursache
5.3.Ladungstransfer an niederdimensionalen Elektroden 97
fu¨r die Stromabnahme liegt in der Bildung monoatomarer Defekte, wie man in
den STM Aufnahmen 5.38 erkennen kann. Ein Teil der Goldatome geht bei der
Reduktion in die Lo¨sung.
Liegt der Strom im Bereich von einem µA bei der angelegten Spannung von
10 mV, so kommt es zu Fluktuationen im Strom. Das Potential wurde nun bei
einem Wert von 420 mV gegen eine Platindrahtquasireferenzelektrode konstant
gehalten und der Strom zwischen dem Draht gegen die Zeit vermessen. Das Po-
tential wurde gewa¨hlt, da es zwischen dem Potential fu¨r die Oxidation und dem
fu¨r die Reduktion liegt. Somit sollte keine weitere Vera¨nderung der Leitfa¨hig-
keit durch Desorption oder weitere Oxidation stattfinden. Abbildung 5.41 zeigt
den Strom in Abha¨ngigkeit der Zeit bei einem konstantem Potential von 420
mV und konstanter Potentialdifferenz zwischen den Dra¨hten von 10 mV. Es
ist deutlich erkennbar, dass der Strom zwischen zwei Zusta¨nden fluktuiert. Die
Anzahl der auftretenden Zusta¨nde fu¨r einen bestimmten Strom ist ebenfalls in
dieser Abbildung gezeigt.
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Abbildung 5.41: Links: Strom-Zeit Kurve fu¨r den Strom entlang des Drahtes bei
einem Potential von 420 mV und einer Potentialdifferenz von 10 mV. Die Potentiale
sind gegen SCE angegeben als Quasireferenzelektrode diente ein Platindraht. 50 mM
H2SO4 wurde als Elektrolyt verwendet. Rechts: Ha¨ufigkeit der gemessenen Stro¨me
aus der Strom-Zeit Kurve.
Die zwei Zusta¨nde weisen eine Leitfa¨higkeitsdifferenz von 1
4
G0 auf. Die Leitfa¨hig-
keitsa¨nderung ist somit keine Leitfa¨higkeitsquantisierung, da der Wert geringer
als das Leitfa¨higkeitsquantum ist. Als eine mo¨gliche Ursache fu¨r einen gebro-
chenen Wert des Leitfa¨higkeitsquantums kann ein bereits durchgea¨tzter Draht
angesehen werden. Somit liegt ein Tunnelkontakt vor und der Transmissionsko-
effizient fu¨r die Leitfa¨higkeit hat nicht mehr einen Wert von 1, sonder ist durch
die Tunnelwahrscheinlichkeit gegeben. Die Leitfa¨higkeit berechnet sich zu:
G = G0 exp(−βs) (5.3)
Dabei ist β ein Parameter, der durch die Tunnelbarriere zwischen den Elektro-
den definiert wird und nimmt fu¨r zwei Goldelektroden einen Wert von 10 nm−1
an [170]. Damit wu¨rde sich fu¨r die gemessene Leitfa¨higkeit der Tunnelabstand
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s fu¨r den ho¨heren Strom (193 nA) zu 138 pm berechnen. Dies entspricht in
etwa dem Radius eines Goldatoms. Fu¨r den niedrigeren Strom (2 nA) ergibt
sich hingegen ein Tunnelabstand von 595 pm. Die Vergro¨ßerung des Tunnelab-
standes entspricht etwa 2 Goldatomen. Ursache fu¨r die Fluktuation im Strom
wa¨re demnach eine Variation der Tunnelbarriere aufgrund der Mobilita¨t der
Goldatome. Auch Bingqian beschreibt ein gebrochenes Leitfa¨higkeitsquantum
aufgrund der Relaxation von Goldatomen [171].
Bei ho¨heren Stromwerten treten ebenfalls Fluktuationen auf (vgl. Abbildung
5.42).
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Abbildung 5.42: Links: Strom-Zeit Kurve fu¨r den Strom entlang des Drahtes bei einem
Potential von 420 mV und einer Potentialdifferenz von 10 mV. Die Potentiale sind
gegen eine Platindrahtquasireferenzelektrode angegeben. 50 mM H2SO4 wurde als
Elektrolyt verwendet. Rechts: Ha¨ufigkeit der gemessenen Stro¨me aus der Strom-Zeit
Kurve.
A¨hnliche Effekte konnten auch bei Potentialen negativ des Reduktionspotenti-
als beobachtet werden. Allerdings kam es dabei oft aufgrund der Abscheidung
von in Lo¨sung gegangenem Goldionen und der Reduktion der oxidierten Gold-
oberfla¨che zu einem starken Stromanstieg und einem Zusammenwachsen der
Dra¨hte. Die Leitfa¨higkeit ist in Abbildung 5.42 mit G = 6
5
G0 gro¨ßer als das
Leitfa¨higkeitsquantum. Es treten wiederum zwei verschiedene Zusta¨nde auf, de-
ren Leitfa¨higkeitsunterschied mit ∆G = 3
100
G0 jedoch wesentlich geringer ist
als G0. Eine mo¨gliche Erkla¨rung dieses Pha¨nomens wa¨re eine parallele Anord-
nung mehrerer Leitfa¨higkeitskana¨le, entsprechend einer parallelen Anordnung
von elektrischen Widersta¨nden. Die gemessene Leitfa¨higkeit erga¨be sich somit
als Summe der einzelnen Leitfa¨higkeiten. Ein weiteres Indiz fu¨r diese Annahme
liefert eine REM-Aufnahme des gea¨tzten Drahtes (vgl. Abbildung 5.43).
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Abbildung 5.43: REM Aufnahmen eines Nanodrahtes nach dem elektrochemischen
A¨tzprozeß. Zu sehen ist die fraktale Struktur nach dem A¨tzen innerhalb des Grabens
der PMMA Schutzschicht. Links: Schnelles A¨tzen; Rechts: Langsames A¨tzen.
Die Struktur ist deutlich fraktal, womit eine parallele Anordnung mehrerer
Leitfa¨higkeitskana¨le angenommen werden kann.
Es wurde gezeigt, dass das elektrochemische A¨tzen der Golddra¨hte mo¨glich ist.
Allerdings sind die dabei entstehenden Strukturen sehr fraktal. Fu¨r eine mono-
molekulare Charakterisierung eines Proteins ist jedoch eine definierte Struktur
unabdingbar. Weiterhin zeigte sich ein Einfluss der Potentialvorschubgeschwin-
digkeit fu¨r die verschiedenen Oxidations-Reduktionszyklen auf die Struktur der
Nanodra¨hte. Bei langsamerem A¨tzen ist eine etwas definiertere Struktur erkenn-
bar.
Es bleibt zu untersuchen, in wie weit sich die Struktur der Nanodra¨hte durch Va-
riation der Potentialvorschubgeschwindigkeit fu¨r die verschiedenen Oxidations-
Reduktionszyklen kontrollierter definieren la¨sst.
Es konnten jedoch Quanteneffekte gezeigt werden. Zudem ist eine kontrollierte
Strukturierung u¨ber den Tunnelabstand mo¨glich.
Bevor mit der Immobilisierung von Proteinen begonnen werden kann, sind dem-
nach noch ungekla¨rte Fragen zu beantworten. Insgesamt scheint diese Methode
allerdings viel versprechend zu sein und bietet eine innovative Mo¨glichkeit Pro-
teine auf einem Chip zu charakterisieren.
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6. Zusammenfassung und Ausblick
Ziel der Arbeit ist es mit Hilfe von neuen Techniken den Ladungstransfer von re-
doxaktiven Proteinen zu untersuchen. Die bisherigen integrativen Methoden zur
Untersuchung des Ladungstransfers in Proteinen mitteln nur u¨ber eine Vielzahl
an Proteinen. Diese ko¨nnen jedoch durchaus strukturelle Unterschiede aufwei-
sen. Um ein umfassendes und tiefes Versta¨ndnis des Ladungstransfers und der
beeinflussenden Parameter zu ermo¨glichen, soll das Verhalten von individuel-
len Proteinen untersucht werden. Klassische elektrochemische Methoden sind
ungeeignet, weil der Strom in der Gro¨ßenordnung einer Elementarladung nicht
messbar ist. Deshalb sollte ein Moleku¨l zwischen zwei Leitern kontaktiert und
der Durchflussstrom gemessen werden.
Als redoxaktives Protein wurde Cytochrom c gewa¨hlt, da dieses ein relativ
gut charakterisiertes System darstellt. Bislang wurde allerdings keine Einzel-
adressierung durchgefu¨hrt. Die Immobilisierung von Cytochrom c erfolgte auf
einer selbstorganisierten Monolage (SAM) eines carboxylterminierten Thiols auf
Gold. Zur Kontaktierung wurden zwei aus der molekularen Elektronik entlehn-
te Ansa¨tze verfolgt. In einer vertikalen Anordnung wurde Cytochrom c mit
der Spitze eines Rastertunnelmikroskops lokal addressiert. In einer horizontalen
Anordnung sollte Cytochrom c mit zwei Nanodra¨hten kontaktiert werden. Die
Nanodra¨hte sollten dabei durch elektrochemisches A¨tzen erzeugt werden und
ihr Abstand u¨ber den Tunnelstrom variiert werden.
Im Folgendem sind die wichtigsten Erkenntnisse dieser Arbeit im U¨berblick
zusammengetragen.
• Fu¨r die MPA SAM auf einer Au(111) Oberfla¨che zeigen Sawaguchi et
al [140,141] hochaufgelo¨ste STM Aufnahmen mit einer rhombischen (3 x 3)
Struktur. Petri et al. [139] beschreiben fu¨r dieselbe SAM von MPA eine (p
x
√
3) Struktur. Die in dieser Arbeit beobachteten Strukturen entsprechen
der (p x
√
3) Struktur und der von Sawaguchi gezeigten rhombischen (3
x 3) Struktur. Die Anwesenheit der (3 x 3) Struktur und der (p x
√
3)
Struktur zeigt, dass die beiden Strukturen gleichberechtigt nebeneinander
auftreten ko¨nnen. Es bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen, unter
welchen Bedingungen die eine Struktur gegenu¨ber der Anderen begu¨nstigt
wird.
Eine Struktura¨nderung aufgrund des Protonierungsgrades kann dabei wahr-
scheinlich ausgeschlossen werden, da im schwefelsaurem Medium aufgrund
der Oberfla¨chensa¨urekonstante pKa mit Werten um 6 [142–144] eine voll-
sta¨ndige Protonierung der terminalen Carboxylgruppen angenommen wer-
den kann. Auch Multilagen ko¨nnen ausgeschlossen werden. Diese bilden
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sich erst mit einer ho¨heren Konzentration an MPA in der Elektrolytlo¨sung
aus [139].
• Die Oberfla¨che der bei Raumtemperatur assemblierten MPA Monoschicht
besteht aus geordneten Doma¨nen, die von Lo¨chern (Leerstelleninseln) durch-
zogen sind. Die Lo¨cher entsprechen der monoatomaren Stufenho¨he der
Au(111) Terassen. Strukturgleiche Doma¨nen sind jeweils um einen 120o
Winkel zueinander gedreht auf, was der dreiza¨hligen Symmetrie der un-
terliegenden Au(111) Schicht entspricht.
Durch eine Temperaturerho¨hung wa¨hrend der Selbstorganisation der MPA-
Moleku¨le tritt eine Reifung der Leerstelleninseln auf. Das Ausheilen der
monoatomaren Lo¨cher in Abha¨ngigkeit der Temperatur wurde auch von
Qiang [130] fu¨r Decanthiol im Ultrahochvakuum festgestellt. Es kann ange-
nommen werden, dass bei tieferen Temperaturen eine kinetische Hemmung
vorliegt, so dass die thermodynamisch stabilere SAM ohne Leerstellenin-
seln erst bei ho¨heren Temperaturen erreicht werden kann.
• Eine Analyse der Adsorptionszeit zur Ausbildung der SAM von MUA auf
Au(111) ergab fu¨r eine kurze Adsorptionszeit von 3 h keine geordneten
Adsorbatstrukturen. Vermutlich war das Adsorbat ungeordnet, die langen
Alkylketten konnten sich noch nicht ausrichten. Fu¨r eine Adsorptionszeit
von 24 Stunden hingegen sind deutlich Doma¨nen mit um 120o gedrehten
Strukturen erkennbar. Die Alkylketten ordnen sich und es ergibt sich die
(p x
√
3) Struktur. Es zeigt sich eine deutliche Zeitabha¨ngigkeit fu¨r die
Selbstorganisation. Fu¨r eine kurze Assemblierungszeit sind die Alkylreste
der MUA ungeordnet. Diese bilden nach 24 h eine geordnete Struktur aus.
• SPR Messungen zeigen, dass die Adsorption von Cytochrom c auf einer
SAM von carboxylterminiertem Thiol innerhalb einer Minute nach Zu-
gabe beendet ist. Weiterhin zeigen die Messungen eine Abha¨ngigkeit der
Schichtdicke von der Ionensta¨rke des Puffers. Die Schichtdicke berechnet
sich mit der SPR fu¨r eine niedrige Ionensta¨rke zu 14 bis 16 A˚, wohingegen
sie fu¨r eine hohe Ionensta¨rke zwischen 7 und 9 A˚ liegt. Fu¨r eine geringe
Ionensta¨rke ergibt sich eine gro¨ßere Schichtdicke.
• Auch fu¨r die QCM-D Messungen ergibt sich eine Abnahme der Schichtdicke
von 140 A˚ fu¨r niedrige Ionensta¨rken zu einer heterogenen Bedeckung mit
einer Dicke von 30 A˚ fu¨r hohe Ionensta¨rken. Der sehr viel ho¨here Wert fu¨r
niedrige Ionensta¨rken bei den QCM-D Messungen beruht wahrscheinlich
auf einer sehr wasserhaltigen Adsorbatschicht. Eine weitere Interpretati-
onsmo¨glichkeit besteht in einer Denaturierung des ansonsten globula¨ren
Proteins von 3,5 nm Durchmesser. Fu¨r hohe Ionensta¨rken la¨sst sich fu¨r die
QCM-D Messungen noch eine zweite Lo¨sung finden, weshalb auf eine he-
terogene Bedeckung mit Bereichen ohne Protein geschlossen werden kann.
Die ermittelte Dicke aus dem SPR Experiment ist somit wahrscheinlich
ein Mittel aus Bereichen mit und solchen ohne Protein und liefert somit
einen niedrigeren Wert.
103
• Auch AFM Messungen besta¨tigen den Einfluss der Ionensta¨rke auf die Pro-
teinschicht. Fu¨r eine geringe Ionensta¨rke zeigt sich in der AFM Abbildung
eine homogene Bedeckung mit Ho¨henunterschieden in der Gro¨ßenordnung
eines Moleku¨ls (3,5nm). Eine hohe Ionensta¨rke hingegen zeigt eine unre-
gelma¨ssige Bedeckung mit Ho¨henunterschieden bis zu 10nm und weist auf
Proteinagglomerate hin. Bei hohen Ionensta¨rken bilden sich Agglomerate,
wohingegen sich bei geringer Ionensta¨rke eine Monolage ausbildet.
• Cytochrom c liefert sowohl auf aliphatischen als auch pi-konjugierten SAMs
von carboxylterminierten Thiolen eine elektrochemische Antwort auf zwei-
dimensionalen Au(111)-Kristallen. Die zyklovoltammetrischen Ergebnisse
weisen auf einen Einelektronenu¨bertrag einer immobiliserten Proteinschicht
hin. Fu¨r alle betrachteten SAMs nimmt die Geschwindigkeitskonstante
einen vergleichbaren Wert an, was auf einer dem eigentlichen Elektronen-
transfer vorgelagerten Reorientierungsreaktion beruhen ko¨nnte.
• Fu¨r eine ungeordnete SAM von MUA, die durch eine kurze Adsorptionszeit
erreicht wird, ist die Ausbildung von Wasserstoffbru¨cken der Carboxyl-
gruppen untereinander erschwert. Eine Deprotonierung wird erleichtert
und die Oberfla¨chensa¨urekonstante pKa wird kleiner. Fu¨r eine SAM mit
einer geringen Sa¨urekonstante wird eine ausreichende Deprotonierung der
Carboxylgruppen bei einem pH-Wert von 7 angenommen und somit die
elektrostatische Wechselwirkung zu den positiv geladenen Lysingruppen
von Cytochrom c begu¨nstigt. Es ist eine erho¨hte Adsorption von Cyto-
chrom c fu¨r eine ungeordnete SAM zu beobachten.
• Mit Hilfe des Mikrokontaktdruckens kann mittels AFM Messungen die
lokale Strukturierbarkeit von Cytochrom c nachgewiesen werden. Mit Hilfe
der Zyklovoltammetrie kann gezeigt werden, dass Cytochrom c nach dem
Stempeln in einer Orientierung auf der Oberfla¨che immobilisiert ist, die
einen Ladungstransfer ermo¨glicht.
• STM Aufnahmen unter Umgebungsbedingung von Cytochrom c, welches
auf einer SAM von MPA immobilisiert wurde, zeigten ein Zusammenschie-
ben der Proteinmonolage zu Agglomeraten durch eine Erniedrigung der
Tunnelspannung. Die Erniedrigung der Tunnelspannung resultiert im ”con-
stant current” Modus in einem kleineren Tunnelabstand zwischen Probe
und Spitze. Somit wird es mo¨glich, dass die Spitze die Proteine auf der
Oberfla¨che umherschieben kann.
• Durch die Zyklovoltammetrie konnte gezeigt werden, dass sich Goldnano-
partikel auf adsorbiertem Rinderherz Cytochrom c immobilisieren lassen.
STM Aufnahmen von diesem System zeigen Strukturmerkmale mit einer
lateralen Ausdehnung von 5 nm, die keine Potentialabha¨ngigkeit zeigen
und solche mit einer Ausdehnung von 3 nm mit einer Potentialabha¨ngig-
keit. Die 3 nm Strukturen ko¨nnen Cytochrom c Moleku¨len und die 5 nm
Strukturen den Goldnanopartikeln zugeschrieben werden. Eine Erkla¨rung
fu¨r die Potentialabha¨ngigkeit und damit einer wechselnden Leitfa¨higkeit
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besteht in der Mo¨glichkeit eines resonanten Tunnelprozesses. Eine erho¨hte
Leitfa¨higkeit ist demnach zu beobachten, wenn sich Energieniveaus des
Proteins mit der Energie des Goldsubstrates in Resonanz befinden.
• Eine weitere Mo¨glichkeit den Ladungsdurchtritt mit dem STM zu cha-
rakterisieren besteht darin die Spitze mit dem Moleku¨l zu modifizieren
und diese dann an die Oberfla¨che anzuna¨hern. Zu diesem Zweck wurden
Goldspitzen hergestellt, auf welcher nach Isolation eine SAM von MUA
selbstorganisierte. Das Zyklovoltammogramm dieser Spitze sowie dersel-
ben Spitze nach zusa¨tzlicher Adsorption von Cytochrom c zeigt einen sehr
kleinen Redoxpeak und somit die Mo¨glichkeit der Immobilisierung von Cy-
tochrom c auf der Goldspitze. Der kapazitive Strom u¨berwiegt allerdings
deutlich.
Eine Anna¨herung einer derartig modifizierten Goldspitze an ein Goldsub-
strat und die Messung einer Strom-Spannungs-Kurve bleibt Gegenstand
weiterer Forschung.
• Die Elektrokorrosion von elektronenstrahllithographisch hergestellten Gold-
dra¨hten ermo¨glicht die Synthese von Nanokontakten und Tunnelgra¨ben.
Die dabei entstehenden Strukturen sind allerdings sehr fraktal. Fu¨r eine
monomolekulare Charakterisierung eines Proteins ist jedoch eine definierte
Struktur unabdingbar. Weiterhin zeigt sich ein Einfluss der Potentialvor-
schubgeschwindigkeit fu¨r die verschiedenen Oxidations-Reduktionszyklen
auf die Struktur der Nanodra¨hte. Bei langsamerem A¨tzen ist eine etwas
definiertere Struktur erkennbar.
Es bleibt zu untersuchen, in wie weit sich die Struktur der Nanodra¨hte
durch Variation der Potentialvorschubgeschwindigkeit fu¨r die verschiede-
nen Oxidations-Reduktionszyklen kontrollierter definieren la¨sst. Weiter-
hin ist von Interesse, ob die Zugabe von Chlorid, das dafu¨r bekannt ist
die Mobilita¨t von Goldatomen zu erho¨hen, ein homogeneres Durcha¨tzen
ermo¨glicht. Ein Einfrieren der hohen Mobilita¨t der Goldatome wa¨re durch
die Bildung einer SAM gewa¨hrleistet. Zudem ko¨nnte als Substratmaterial
fu¨r die Golddra¨hte anstelle von Siliziumoxid die Verwendung von Alu-
miniumoxid die Haftung auf der Substratoberfla¨che erho¨hen [172]. Einen
anderen Ansatz fu¨r das Erreichen einer definierteren Struktur bietet die
Mo¨glichkeit einer elektrochemischen Goldabscheidung an zuvor lithogra-
phisch definierten Lu¨cken. Die Lu¨cke wu¨rde somit auf die gewu¨nschte Gro¨ße
zusammenwachsen. Ob sich damit eine definiertere Struktur ergibt bleibt
Gegenstand weiterer Forschung. Weiterhin ist ein Protokoll zu entwickeln,
mit Hilfe dessen die Synthese der Nanodra¨hte und der Tunnellu¨cke durch
Abscheidung und Auflo¨sung von Gold automatisiert werden kann.
Es bleibt Gegenstand weiterer Forschung das Protein in einen Tunnel-
graben zu immobilisieren. Die Methode scheint jedoch eine innovative
Mo¨glichkeit darzustellen, Proteine auf einem Chip zu kontaktieren.
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C Massensensitivita¨t
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E relatives Potential
Eª Standardzellpotntial
E0 Formalpotential
Eweg Energieverlust bei einem Oszillationszyklus
Egesamt Gesamtenergie in der Oszillation
e Elementarladung
²i Dielektrizita¨tskonstante im Medium i
²0 Permittivita¨t im Vakuum
F Faradaykonstante
f Resonanzfrequenz
∆f Frequenza¨nderung
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kk Geschwindigkeitskonstante des kathodischen Prozesses
119
120 C.Abku¨rzungsverzeichnis
LDOS lokale Zustandsdichte
λ Wellemla¨nge
m Masse
∆m Massea¨nderung
MPA Mercaptopropionsa¨ure
MUA Mercaptoundecansa¨ure
Ni komplexer Brechungsindex im Medium i
n Oberwellenzahl
ni Stoffmenge von i
n0i Stoffmenge des Ions i in der Lo¨sung
ni Brechungsindex des Mediums i
Oxm Oxidationsmittel
p Impuls
QCM Quartzmikrowaage
R allgemeine Gaskonstante
R Reflektivita¨t
Redm Reduktionsmittel
SAM Selbstorganisierte Monolage
SCE Gesa¨ttigte Kalomelreferenzelektrode
SPM Rastersondenmikroskop
SPR Oberfla¨chenplasmonenresonanzspektroskopie
STM Rastertunnelmikroskop
σ Ladungsdichte
T absolute Temperatur
tq Dicke des Schwingquarzes
θein Einfallswinkel
θref Ausfallswinkel des reflektierten Strahls
θtrans Winkel des transmittierten Strahls
φ elektrostatisches Potential
ρq Dichte des Schwingquarzes
ρeff effektive Dichte der Adsorptionsschicht
ν Frequenz
v Potentialvorschubgeschwindigkeit
ω Kreisfrequenz
ωL Laserfrequenz
zi Ladungszahl der Ionensorte i
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